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RESUMO

Estudos recentes do nosso laboratério mostraram que a glia da regidao dos
orgaos circumventriculares (OCVs) participam da modulacdo do equilibrio
hidroeletrolitico. H4 evidéncias de que o lactato produzido pelos astrocitos, por meio
do mecanismo chamado “astrocyte-neuron lactate shuttle” (ANLS), participa da via
inibitéria de modulacdo da ingestdo de sodio através da ativacdo de interneurdnios
GABAérgicos. Um outro neuromodulador dessa via inibitoria é o 6xido nitrico (NO), o
qual promove um aumento na atividade dos interneurdnios GABAérgicos. Além disso,
€ conhecido que o NO atua no metabolismo energético astrocitico, inibindo a
respiracdo mitocondrial e estimulando o consumo de glicose, resultando na producéo
e acumulo de lactato nos astrécitos. Nesse contexto, a nossa hipétese € que o NO na
regido dos OCVs induz a liberacdo de GABA direta ou indiretamente via producao do
lactato astrocitico. O GABA por sua vez, atuaria modulando a via tonica inibitéria
envolvida na modulacao da ingestdo de agua e sodio. Para testar nossa hipétese,
utilizamos ratos Wistar, que foram submetidos a cirurgia de estereotaxia para implante
de canula guia intracerebroventricular (icv) na regido do ventriculo lateral (VL).
Realizamos a microinjec¢éo icv de salina estéril 0,9%; L-NAME (40 ug/0,5 ul- inibidor
da 6xido nitrico sintase); L-Lactato (2 ug/0,5 ul); a-CHCA (3 ug/0,5 pl-inibidor MCT4,
um transportador de lactato astrocitico) ou fluorocitrato (FCt, 8 ug/0,5 pl-inibidor glial).
Em outro protocolo realizamos a microinjecao de salina estéril 0,9% e do a-CHCA (3
Mg/0,5) em ratos apds a privagao hidrica (48h). Apds as microinjecdes, a ingestao de
agua e saédio foi mensurada aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos. Realizamos ainda um
protocolo ex vivo, incubando o 6rgdo subfornicial (SFO) de ratos por 1h a 37°C em
meio osmoético normal (145mM de Na*), normal (145mM de Na*) na presenca de
Nitroprussiato de Sédio (NPS, 3mM), hiperosmaético (170mM de Na*) e hiperosmotico
na presenca de L-NAME (500 uM), dosando em seguida a concentracéo de lactato da
amostra. Os resultados mostraram que o L-NAME icv aumentou a ingestédo de agua e
sédio, enquanto a inibicdo da glia com o FCt ndo alterou a ingestao de agua ou sodio.
Entretanto, a microinjecdo prévia do FCt reduziu a ingestdo de agua e de sodio
induzida pelo L-NAME. O L-Lactato icv nao alterou a ingestdo basal de agua ou de
sédio, mas aboliu a ingestdo de 4gua e de sddio induzidas pelo L-NAME. O bloqueio
dos transportadores de lactato astrociticos com o a-CHCA néo alterou a ingestao

basal de agua ou de sédio, bem como a ingestdo de agua ou de sédio induzida pelo
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L-NAME. Por outro lado, nos animais submetidos a privacdo hidrica, o a-CHCA
promoveu aumento na ingestao de agua e sédio. Observamos ainda que a submisséo
do SFO ex vivo dos animais ao meio hiperosmoético promoveu aumento na
concentracdo de lactato; em contrapartida, esse resultado ndo sofreu alteracédo na
presenca do L-NAME. Além disso, o NPS néo alterou a concentracdo de lactato em
meio osmético normal. Os resultados sugerem que hd uma interacdo central entre NO,
células da glia e lactato na modulacdo comportamental de ingestdo de agua e sédio
em animais normohidratados. E que o mecanismo central de transporte de lactato
astrocito-neurénio (ANLS) parece estar envolvido na modulacéo da ingestao de agua
e sodio em condicBes de hipertonicidade do meio extracelular.

Palavras-chave: Astrécito. Comportamento. Orgdos circumventriculares. Balanco

hidroeletrolitico.



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
Mg/0.5 pl- nitric oxide synthase inhibitor); L-lactate (2 ug/0.5 ul); a-CHCA (3 ug/0.5 ul
MCT4 inhibitor, an astrocytic lactate transporter) or fluorocitrate (FCt, 8 ug/0.5 ul-glial
inhibitor). In another protocol we performed the microinjection of sterile saline 0.9%
and a-CHCA (3 pg/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 37°C 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 uM) 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 a-CHCA did not change either water or sodium
basal intake, nor water or sodium intake induced by L-NAME. On the other hand, a-
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 nhormohydrate 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 INTRODUCAO

1.1 Interacdo neurdnio-astrocitos-lactato

As primeiras descri¢cdes das células da glia no sistema nervoso central (SNC)
foram realizadas por Rudolf Virchow em 1856, o qual nomeou as pequenas células
gue preenchiam espacos em torno dos neurbnios como “neuro-glue” (neuroglia).
Posteriormente, estudos de Ramoén y Cajal mostraram que essas células eram
desprovidas de dendritos e polaridade (n&o expressam canais de Na* dependentes
de voltagem), enfatizando a hipétese de que as células da glia dariam suporte fisico e
nutricional aos neurénios. Em 1920, Pio Del Rio-Hortega, discipulo de Ramon e Cajal,
classificou as células da glia como protoplasmatica (astrocitos), microglia e glia
interfasciculada (oligodendrocitos) (ALLEN; BARRES, 2009; DEL RIO-HORTEGA,
1920; NAVARRETE; ARAQUE, 2014; PENFIELD, 1924; PEREZ-CERDA; SANCHEZ-
GOMEZ; MATUTE, 2015; RAMON e CAJAL, 1913; SOMJEM, 1988).

Atualmente diferentes estudos tém demonstrado que as células da glia séo
muito mais do que apenas células de suporte e nutricdo neuronal, pois contribuem
primordialmente na manutencdo da barreira hematoencefalica, reatividade vascular
cerebral, regulacdo dos niveis de neurotransmissores no espaco extracelular, bem
como liberacdo de gliomoduladores (6xido nitrico, serina) e gliotransmissores
(glutamato, ATP, GABA, glicina) (CHAN et al.,, 2013; JANZER; RAFF, 1987;
KIMELBERG; NEDERGAARD, 2010; PELLERIN; MAGISTRETTI, 1994).

Os astrocitos sdo capazes de estabelecer comunicacdo entre si (ALLAMAN;
BELANGER; MAGISTRETTI, 2011; ALLEN; BARRES, 2009) e bidirecionalmente com
0s neur6nios adjacentes, por meio de ondas de Ca?* (VERKHRATSKY; PARPURA,
2013; VERKHRATSKY; STEINHAUSER, 2000). O intimo contato entre neurdnios pré
e pos-sinapticos com os prolongamentos astrociticos, bem como o papel primordial
das células da glia na modulacdo da homeostase neuronal por meio de suas inUmeras
funcbes, faz com que os astrocitos sejam considerados um terceiro elemento
sinaptico, reclassificando entéo as sinapses como tripartite (ALLEN; BARRES, 2009).

Os astrocitos além de se diferenciarem dos neurdnios por ndo conduzirem
potencial de acdo elétrico (ALLEN; BARRES, 2009), possuem perfil metabdlico
distinto das células neuronais. Enquanto os neurdnios sdo predominantemente

oxidativos, as células da glia (em especial oligodendrdcitos e astrocitos) utilizam
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glicolise aerdbica, a partir da qual o lactato € sintetizado mesmo em condi¢cdes normais
de tensdo de oxigénio (MAGISTRETTI; ALLAMAN, 2015; WEBER; BARROS, 2015).
Os neurdnios expressam exclusivamente a enzima lactato desidrogenase 1 (LDH1),
responsavel por favorecer a formacao de piruvato a partir de lactato, ja os astrécitos
expressam a lactato desidrogenase 5 (LDH5), propiciando a formacdo de lactato a
partir do piruvato (BITTAR et al., 1996). Aléem disso, os astrécitos ainda apresentam
uma razdo NADH:NAD* muito maior, em relacdo aos neurdnios, indicando status
energético altamente reduzido, favorecendo a conversdo de piruvato em lactato
(MONGEON; VENKATACHALAM; YELLEN, 2016).

Nesse contexto, estudos de Pellerin e Magistretti (1994) foram os primeiros a
sugerir que os astrocitos sintetizam, armazenam e liberam lactato, os quais sdo
utilizados como fonte energética por neurbnios adjacentes. Em adicdo, estudos
recentes, tém mostrado que o lactato astrocitico € uma importante molécula de
modulacdo da atividade neuronal (SADA et al.,, 2015; TANG et al.,, 2014). Nao
obstante, estudos in vitro de Sada et al. (2015) mostraram que a aplicacao intracelular
de lactato através de pipeta de patch, em neurdnios do nucleo subtalamico (STN, em
inglés) e em células piramidais na sub-regido CAl1 do hipocampo promoveram
despolarizacdo neuronal.

Além disso, Tang et al. (2014) observaram que a estimulacdo optogenética de
astrocitos promoveu a despolarizacdo de neurbnios noradrenérgicos do locus
coeruleus de ratos. Interessantemente, essa resposta foi inibida pela prévia
microinjecao de oxamate (inibidor LDH5) no locus coeruleus. Além disso, Matsuda et
al. (2017) estudando neurdnios do nucleo subfornicial (SFO) envolvidos com a
modulacao da ingestao de s6dio em camundongos, especificamente neurbnios da via
do ndcleo leito da estria terminal (vVBNST, em inglés), observaram que o estimulo
hiperosmoético (Na* 160 mM) promoveu aumento na frequéncia de disparo de
interneurdnios GABAérgicos envolvidos com a via inibitoria de apetite ao sodio. Essa
resposta foi abolida pela prévia aplicacdo do a-CHCA (inibidor do transportador de
lactato astrocitico). Nessa condicdo, os autores observaram uma maior ativacédo dos
neurdénios do SFO, sugerindo a participacéo do lactato astrocitico na modulacao da
ingestédo de Na* na regiao do SFO.
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1.2 Mecanismo de transporte de lactato astrocitos-neurénios (Astrocyte-neuron
Lactate Shuttle)

Ha mais de uma década, Pellerin e Magistretti (1994) formularam um modelo
conhecido como Astrocyte—Neuron Lactate Shuttle (ANLS) propondo a hipétese da
existéncia de um transporte de lactato do astrécito para o neurdnio. H& evidéncias de
que a producdo de lactato em astrocitos parece ser estimulada apés aumento na
concentracdo intracelular de Na*, cujo mecanismo inicia-se quando 0s astrocitos
recaptam o glutamato do espaco extracelular, através do co-transporte com o Na*,
promovendo consequentemente, um aumento na concentragao intracelular astrocitica
de Na*, a qual ativa a bomba de Na*/K*, promovendo aumento no consumo de ATP,
0 que induz um aumento no transporte de glicose para o interior dos astrocitos e
consequente aumento na producdo de piruvato, o qual na presenca da LDH5 é
convertido a lactato (BOUVIER et al., 1992; PELLERIN; MAGISTRETTI, 1994). O
lactato astrocitico é entdo transportado para 0os neurdnios adjacentes, através dos
transportadores de  monocarboxilato  (MCTs) (ALLAMAN; BELANGER;
MAGISTRETTI, 2011) (Figura 1).

Existem varios subtipos de MCTs, os astrécitos expressam preferencialmente
o transportador de monocarboxilato do tipo 4 (MCT4), um transportador de baixa
afinidade, porém de rapido transporte do lactato para o meio extracelular. Os
neurbnios, por sua vez, expressam o transportador de monocarboxilato do tipo 2
(MCT?2), este torna-se saturado em niveis baixos de lactato (alta afinidade) quando
comparado ao MCT4. Assim, a velocidade de transporte de lactato dos neurénios é
menor em comparacdo com a dos astrécitos (GANDHI et al.,, 2009; PIERRE;
PELLERIN, 2005; SOTELO-HITSCHFELD et al., 2015; MOSIENKO;
TESCHEMACHER; KASPAROV, 2015, DIMMER et al., 2000).
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Figura 1: Representacdo esquematica do mecanismo de transporte de
lactato astrécito-neurdnio a partir da captacdo de glutamato pelo
astrocito. 1: o glutamato é liberado na fenda sinaptica; 2: astrdcitos
captam o glutamato extracelular através de co-transporte com o sodio; 3:
0 excesso de sodio intracelular aumenta a atividade da Na*/K* ATPase;
4: 0 aumento na demanda metabdlica causa maior consumo de ATP; 5:
glicose sanguinea é captada pelos astrécitos; 6: glicose no interior dos
astrocitos é convertida a piruvato e posteriormente a lactato através da
enzima Lactato Desidrogenase subtipo 5, sendo transportado para o
neurbnio  poés-sindptico por meio dos transportadores de
monocarboxilato; 7: no neurénio, o lactato é convertido a piruvato pela
enzima Lactato Desidrogenase subtipo 1; 8: o piruvato € utilizado como
substrato energético pelo neurdnio, produzindo ATP.

Em relacdo a via glicolitica, os astrocitos apresentam maior facilidade de
absorcéo de glicose da corrente sanguinea, pois estdo em intimo contato com vasos
sanguineos cerebrais. No interior dos astrdcitos, a glicose é transformada em glicose-
6-fosfato (G6P) pela acdo da enzima hexoquinase, em seguida a presenca da enzima
glicose-6 translocase fosfato (G6PT) conduz a G6P para o reticulo endoplasmatico
(RE) e a glicose-6-fosfatase (G6Pase) B que é expressa no RE € responsavel por
desfosforilar a G6P, liberando glicose (MULLER; FOUYSSAC; TAYLOR, 2018;
PELLERIN, 2018). Esse maquinario enzimatico encontra-se presente de maneira
similar no hepatécito, porém no cérebro essas enzimas sSdo pouco expressas e
consideradas de baixa importancia (MULLER; FOUYSSAC; TAYLOR, 2018;
PELLERIN, 2018).
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No entanto, por possuirem essas enzimas 0s astrocitos sdo capazes de
armazenar glicose no RE, favorecendo, portanto, a formagdo de uma espécie de
estoque de glicose no interior dessa célula; no entanto, ao contrario dos hepatdcitos,
0s astrocitos possuem estrutura enzimatica que favorece a producéo de lactato a partir
da glicose (MULLER; FOUYSSAC; TAYLOR, 2018; PELLERIN, 2018). E conhecido
gue a entrada de piruvato no ciclo de Krebs depende da atividade da enzima piruvato
desidrogenase (PDH), responsavel por converter piruvato em acetil-CoA, que em
condicbes basais apresenta menor atividade em astrécitos quando comparada com
neurdnios, fazendo com que o processamento do piruvato no ciclo de Krebs seja
limitado, favorecendo assim a atividade glicolitica para a forma¢édo de lactato em
astrécitos (HALIM et al., 2010; MAGISTRETTI; ALLAMAN, 2015; ZHANG et al., 2014).

Nesse sentido, a producdo de lactato é maior em astrécitos, enquanto 0s
neurdnios funcionam como células consumidoras de lactato. Um estudo in vivo,
realizado com camundongos, através da utilizacdo de um sensor de lactato, conhecido
como Laconic, mensurou a captacdo de lactato em neurbnios e astrocitos apos
infusdo periférica intravenosa de lactato, eles observaram um maior sinal do sensor
em neurdnios do que em astrdcitos sugerindo uma maior captacao de lactato por parte
dos neurbnios. Além disso, os autores observaram que ao realizar a infusédo
intravenosa de piruvato, aumentando a concentracdo do piruvato extracelular no
cérebro, houve uma reducao significativa na concentracdo de lactato nos astrécitos,
mas pouca alteracdo nos neurbnios, 0 que sugere gue 0S neurdnios ndo possuem
acumulo de lactato ja que ndo houve reducdo no seu nivel de concentracdo apés a
infusdo de piruvato, apoiando a existéncia do mecanismo ANLS (MACHLER et al.,
2016).

Esses trabalhos em conjunto, suportam a hipétese de que os astrocitos
produzem lactato, o qual é transportado via MCT4 para 0 meio extracelular, de onde
€ recaptado pelos neurbnios adjacentes através dos transportadores MCT2. No
interior dos neurdnios, o lactato é convertido a piruvato e utilizado para producéo de
ATP, promovendo o fechamento dos canais de K* dependentes de ATP e
consequentemente a despolarizacdo neuronal (Figura 1) (MOSIENKO;
TESCHEMACHER; KASPAROQV, 2015; TANG et al., 2014).
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1.3 Transporte de lactato astrécito-neurdnio e a modulagao hidroeletrolitica

Os OCVs, localizados na regido da lamina terminal, sdo constituidos pelo érgao
vasculoso da lamina terminal (OVLT), nacleo pré-optico mediano e SFO, os quais
apresentam barreira hematoencefalica mais permeavel (GROSS et al., 1987). H& na
regido do OVLT e SFO a presenca de osmorreceptores, sensiveis ao aumento na
concentracdo de Na* extracelular (HIYAMA; NODA, 2016; NODA; HYAMA, 2015a). O
SFO é considerado um 6rgéo circumventricular sensorial (GROSS et al., 1987), um
dos principais nucleos envolvidos com mecanismos que controlam a ingestao de agua
e sodio (FITZSIMONS, 1998). Recentemente, foi descrita a existéncia de canais de
Na* (denominados Nax) em astrocitos do SFO (HIYAMA; NODA, 2016; NODA;
HYAMA, 2015a; NODA; HYAMA, 2015b; MCKINLEY et al., 2003). Esses canais
encontram-se expressos em processos perineurais de astrécitos e células
ependimarias envolvendo popula¢des neurais especificas, incluindo os interneurénios
GABAérgicos no SFO (NODA; HIYAMA, 2015a).

Em situacdes em que ha aumento da concentracao extracelular de Na*, ocorre
a ativacdo dos canais Nax astrocitico, promovendo um aumento no influxo de Na* e
consequente aumento da atividade da Na'/K*-ATPase e do consumo de ATP,
induzindo ao metabolismo anaerdbico da glicose que, por sua vez, aumenta a
producdo do lactato astrocitico, 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 secrecéo de lactato de
camundongos Wild type comparado com os que tiveram o silenciamento do Nax; em
contraste houve reducédo na liberacdo de piruvato, sugerindo a estimulacdo da
glicOlise anaerdbica em astrocitos Nax da regido do SFO. Esses estudos sugerem que
0s canais Nax astrociticos aumentam a atividade da Na*/K*-ATPase e estimulam a
glicolise anaerdbica de forma dependente da concentracdo de Na* extracelular.

E conhecido que o lactato astrocitico, ao ser liberado por meio do transportador
subtipo MCT4, é captado pelos neurdnios circunvizinhos, incluindo os interneurénios
GABAérgicos, sendo utilizado como substrato energético para sintese de ATP. O
aumento da sintese de ATP neural conduz ao fechamento de canais de potassio

sensiveis ao ATP intracelular, provocando entédo a despolarizacao dos interneurénios
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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 astrécito-lactato-GABA
na regido do SFO estaria envolvido com a via inibitoria da ingestédo de sédio. Essa via
inibitoria € estimulada quando ha aumento do Na* extracelular, como observado na
privacdo hidrica, fazendo com que o animal apresente inicialmente aversdo a ingestéo
de sddio (HIYAMA; NODA, 2016; MATSUDA et al., 2017; NODA; HIYAMA, 2015b;
SHIMIZU et al., 2007).

N&o obstante, estudo in vitro do mesmo laboratério, foi observado que o
aumento dos niveis de Na* extracelular induz a ativacdo de interneurbnios
GABAérgicos do SFO; além disso, esse mecanismo foi inibido na presenca do a-
CHCA (inibidor do MCT4) (SHIMIZU et al., 2007). Esses estudos, em conjunto,
sugerem que ha uma interacdo entre astrécitos, lactato e interneurénios GABAérgicos

da regido do SFO para a modulac&o do balanco hidroeletrolitico.

1.4 O papel do 6xido nitrico na modulacdo do balanco hidroeletrolitico

O 6xido nitrico (NO) é um gas lipofilico sintetizado a partir do aminoacido L-
arginina pela enzima Oxido nitrico sintase (NOS) (BREDT; SNYDER, 1994;
MONCADA; PALMER; HIGGS, 1989). Essa enzima encontra-se em varias estruturas
do cérebro, como nos OCVs (OVLT, SFO), bem como em outros nucleos
hipotalamicos envolvidos com a modulacdo do balanco hidroeletrolitico, tais como,
nucleo paraventricular (PVN) e nucleo supra-6ptico (SON).

Diferentes estudos sugerem que o NO pode atuar no SNC como um modulador
inibitério no SNC o qual, sabe-se, atua modulando positivamente a atividade de
interneurdnios GABAEérgicos; uma vez que a utilizacdo de doador (Nitroprussiato de
sédio, NPS) e precursor de NO (L-arginina), in vitro, elevou a frequéncia e amplitude
de correntes pos-sinapticas inibitérias GABAeérgicas em neurdnios magnocelulares do
SON, bem como inibiu, in vivo, a atividade desse grupo neuronal em ratos apés
retrodialise de NPS no SON (STERN; LUDWIG, 2001). Nesse sentido, o0 NO produzido
no SNC pode participar da modulacdo das respostas neuroendocrinas e do equilibrio
hidromineral (REIS et al., 2007). Essa modulacdo na homeostase dos fluidos foi
estudada por Reis et al. (2010), o qual evidenciou que a microinjecdo prévia da L-
arginina (precursor do NO) inibiu 0 aumento nas concentracbes plasmaticas de

vasopressina (VP) e ocitocina (OT), reduziu os efeitos antidiurético e natriurético
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promovidos pela microinjecao icv de angiotensina Il no VL de ratos ndo anestesiados.
Em adig&o, a microinjecéo icv de L-NAME (inibidor da NO-sintase) promoveu elevagéo
da concentracado plasmatica de VP e OT, além de aumento na ingestdo de agua e
sodio (REIS et al., 2007, 2010).

Outros estudos mostraram que o NO pode modular o metabolismo energético
em astrécitos. Estudos in vitro comprovaram que a exposicdo de cultura de células
astrociticas de camundongos a um doador de NO (DETANO) promoveu elevacao na
concentracdo de lactato extracelular; provavelmente, nesse caso, o NO estaria
competindo com o sitio de ligacdo do oxigénio na citocromo oxidase mitocondrial do
astrocito, ligando-se reversivelmente a essa enzima e inibindo a respiracao
mitocondrial e consequentemente promovendo estimulacéo da glicélise anaerdbica e

acumulo de lactato nos astrocitos (MARTIN et al., 2017).

1.5 Hipotese

Considerando que: 1) existe o modelo Astrocyte—Neuron Lactate Shuttle, o qual
postula a existéncia de um transporte de lactato astrdcito-neurénio (PELLERIN;
MAGISTRETTI, 1994); 2) o lactato pode funcionar como substrato energético para os
neurbnios e molécula sinalizadora na regulacdo da osmolalidade plasmatica
(SHIMIZU et al., 2007); 3) a atividade do sistema inibitério GABAérgico € aumentada
com aplicacdo de NO no SON (STERN; LUDWIG, 2001) e lactato no SFO (SHIMIZU
et al., 2007); 4) os interneurénios GABAérgicos modulam a atividade dos neurénios
do SFO, os quais estado relacionados com a modulacéo da ingestdo de 4gua e sddio
(MATSUDA et al., 2017); 5) que o lactato liberado por astrocitos do SFO estimula
interneurdnios GABAEérgicos envolvidos com a modulacdo da ingestdo de Na*
(HIYAMA; NODA, 2016; MATSUDA et al., 2017; NODA; HYAMA, 2015a; SHIMIZU et
al., 2007; WATANABE et al., 2006); 6) e que o0 NO no SNC promove a producéo de
lactato em astrdcitos (ALMEIDA et al., 2001), € nossa hipétese que o NO na regidao
dos OCVs induz a producéo e liberacdo do lactato astrocitico (ativacdo do mecanismo
ANLS), o qual atuaria ativando interneurénios GABAérgicos da via tonica inibitoria
envolvida na modulagéo da ingestdo de agua e sodio (Figura 2).
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Figura 2: Representacdo esquematica da interacao
central entre lactato astrocitico, éxido nitrico (NO) e
GABA na modulagéo da ingestdo de agua e sddio. (a)
Lactato é sintetizado pelos astrdcitos e liberado para o
meio extracelular por meio do transportador MCT4. (b)
Lactato astrocitico € recaptado por neurbnios
adjacentes, estimulando producdo e liberagdo de
GABA. (c) NO promove a liberacdo de lactato pelos
astrocitos e estimula diretamente a producdo e
liberagdo de GABA. (d) O GABA inibe neurdnios
envolvidos com a via tbnica de ingestdo de agua e
sédio.

30



31

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a interacdo central entre o 0xido nitrico, lactato e as células da glia

(mecanismo ANLS) na modula¢do comportamental da ingestdo de 4gua e sddio em

ratos.

2.2 Objetivos especificos

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

2.2.6

Avaliar a participagdo central das células da glia nas respostas
comportamentais basais de ingestdo de agua e sodio, por meio da microinjecao
de FCt (inibidor reversivel da atividade glial) no VL de ratos;

Avaliar a participacao central do lactato nas respostas comportamentais basais
de ingestédo de agua e sédio por meio da microinjecao de L-Lactato e a-CHCA
(inibidor do transportador de lactato MCT-4 das células da glia) no VL de ratos;
Avaliar a participacdo central das células da glia nas respostas
comportamentais de ingestdo de agua e sodio induzidas pelo L-NAME (inibidor
ndo seletivo da enzima 6xido nitrico sintase) por meio da microinjecao prévia
de FCt no VL de ratos;

Avaliar a participacdo central do lactato nas respostas comportamentais de
ingestdo de agua e soédio induzida pelo L-NAME, por meio da microinjecao
prévia de L-Lactato e a-CHCA no VL de ratos;

Analisar a participacao central do lactato nas respostas comportamentais de
ingestdo de agua e sbodio apOs privacdo hidrica de 48h, por meio da
microinje¢cao de a-CHCA no VL de ratos;

Mensurar a concentracdo de lactato presente no SFO de ratos, modelo ex vivo,
nas seguintes situagdes: incubacéo do SFO em 145mM de Na*, 145mM de Na*
+ Nitroprussiato de sodio (NPS), 170mM de Na* e 170mM de Na* + L-NAME.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Utilizamos ratos Wistar, pesando de 270 a 320g, oriundos da Unidade de
Producéo Animal (UPA-IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba - UFPB. Este
local € mantido com temperatura de 21 + 1 °C e com ciclo claro-escuro de 12 horas
(luzes séo acesas das 6 as 18 horas), com acesso a agua e ragao “ad-libitum”
(Labina®, Purina). Os experimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais do Centro de Biotecnologia (CEUA-CBiotec) da Universidade Federal da
Paraiba sob o niumero 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 canula-guia em direcao ao ventriculo lateral

Utilizamos um aparelho estereotaxico (David-Kopf, Tujunga, CA, EUA) para o
implante de canulas-guia no SNC adaptado a técnica descrita por Michelini e
Bonagamba (1988) para o implante das canulas-guia no ventriculo lateral direito. As
canulas de aco inoxidavel (12 mm de comprimento) foram confeccionadas a partir de
agulhas hipodérmicas (25 x 0,7 mm) e fixadas no suporte da torre do estereotaxico.
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 auséncia de resposta reflexa a pinga manual nociva na pata do animal.
Em seguida, realizamos a tricotomia dos pelos da regido posterior da cabeca e os
animais foram fixados no aparelho estereotaxico, onde na sequéncia foi realizado,
com o auxilio de um bisturi, um corte longitudinal na pele e tecido subcutaneo da
regido da cabeca, para a exibicdo da calota craniana.

A céanula-guia foi posicionada com base nas coordenadas estereotaxicas do
Atlas de Paxinos e Watson [1986 (AP = -0,7 mm em relagcé&o ao bregma; L =-1,5 mm
da linha média e DV = -3,9 mm ventral a superficie do 0ss0)]. Realizamos a trepanacéo
da calota craniana com o auxilio de uma broca odontologica esférica acoplada a um
motor de baixa rotacéo. A canula-guia foi posicionada em direcéo ao ventriculo lateral

e fixada ao cranio com resina acrilica de uso odontoldgico (Simplex, Rio de Janeiro,
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RJ, Brasil), presa por pequenos parafusos de aco-inoxidavel que foram
preliminarmente inseridos na regido occipital do cranio; um mandril foi colocado no
interior da canula-guia e mantido até a data do experimento, para evitar oclusdo. Ao
final do implante, os animais foram retirados do aparelho estereotaxico e como medida
de profilaxia pos-cirtrgica, injetamos 0,1 ml/100g (intramuscular) de Pentabidtico
Veterinario de amplo-espectro (associagdo de penicilina e estreptomicina, 1,200.000
Ul, Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil) e Analgésico injetavel ip [intraperitonial

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

3.3 Adaptacao a ingestao de sodio

Finalizada a implantacéo da canula-guia, os animais foram alojados em gaiolas
metabdlicas individuais (Figura 3) com oferta de bebedouros com agua e sédio (NaCl
0,3M) e racao “ad-libitum”, onde permaneceram inicialmente por um periodo de 5 dias.
Esse periodo de tempo foi essencial para que 0s animais se recuperassem da cirurgia,
familiarizassem com a localizagdo dos bebedouros de 4gua e sodio na gaiola e se
tornassem adaptados a ingestdo de sodio. Durante essa fase, foi mensurado
diariamente no periodo entre 13h e 14h o volume de ingestdo dos fluidos a fim de

analisar a adaptacdo a ingestao de sodio.

Figura 3: Painel A: Animal posicionado no estereotaxico para o implante
de uma cénula guia em direcdo ao VL direito. Podemos observar o pé
de pato, suporte da céanula-guia (seta 1, preta) preso a torre do
estereotéxico (seta 2, vermelha). Painel B: Fotografia da gaiola
metabdlica utilizada durante a execucdo dos experimentos
comportamentais. Podemos observar, posicionados na grade da gaiola
os bebedouros, tubos Falcons contendo agua e sédio. VL = ventriculo
lateral.
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3.4 Microinjecdes de drogas no ventriculo lateral direito

As drogas foram microinjetadas no ventriculo lateral direito através de uma
seringa Hamilton de 1ul (Hamilton, Reno, NV) conectada por meio de um tubo de

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

—
— fe—

A _——— -
Figura 4: Fotografia do momento de microinjec&o no VL direito de
um rato, em amarelo podemos visualizar o canhdo da microinjetora,
0 qual encontra-se conectado a microseringa por meio de um tubo
de polietileno.

Todas as substancias foram microinjetadas no volume de 0.5ul (REIS et al.,
2010). O FCt foi diluido conforme Costa et al. (2013) e PAULSEN et al. (1987), com
concentracéo final de 0,8 ug. O L-NAME e o L-Lactato foram diluidos em solucéo
fisiologica estéril (salina 0,9%) com concentracdes finais de 40 ug (SAAD et al., 2004),
2 ug (LAM et al., 2008), respectivamente. O a-CHCA foi diluido em dimetilsulféxido
(DMSO) puro a 100mM com concentracéo final de 3 pg (CHAN et al., 2013). Apos a

diluicdo, o pH de todas as solucdes foi ajustado para valores proximos a 7,4.

3.5 Coleta da urina e quantificacdo da osmolalidade

Foi coletada a urina dos animais ao término dos experimentos (concluidas as
duas horas de analise comportamental de ingestdo de agua e sodio) para avaliagdo
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 mensuracéo da osmolalidade. A osmolalidade urinaria foi
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avaliada nos seguintes protocolos de microinjecdo icv em condi¢cdes normais de
hidratagédo: Salina + Salina, Salina + L-NAME, FCt + L-NAME, L-Lactato + L-NAME,
a-CHCA + L-NAME; e nos protocolos realizados em condi¢cdes de privacao hidrica:
salina (24h de desidratacéo), salina (48h de desidratacdo) e a-CHCA (48h de
desidratacdo). A osmolalidade da urina (Osmol/kg) foi quantificada utilizando um
osmometro crioscépico automatico (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 perfusao.

3.6 Andlise histoldgica

Os animais foram perfundidos transcardiacamente com 10 ml de solugéo de
salina (0,9%) seguida da perfusdo com 10 ml de solucdo formol (10%) tamponada.
Em seguida foi realizada a microinjecdo no VL direito do corante azul de Evans 2%
(Vetec, Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no volume de 0,5 ul para a
determinacao do sitio especifico da microinjecdo. O cérebro foi removido e mantido
em recipiente com formol (10%) por 48 horas, posteriormente foi transferido para
solucdo de sacarose (30%) a fim de promover a crioprotecdo. Os cortes histologicos
do cérebro foram realizados no criostato (50 um) e montados em laminas
gelatinizadas, sendo prontamente cobertos com laminulas, corados com panético
rapido (reagente 1: composto por uma solucao de triariimetano a 0,1 e reagente 2:
composto por uma solugéo de xantenos a 0,1%) e por fim analisados através de lupa

estereoscopica para identificacdo do sitio da microinjecao.

3.7 Preparacdo de modelo ex vivo para analise da concentragdo de lactato no
SFO de ratos

Inicialmente os animais foram eutanasiados por decapitacdo, 0s cérebros
removidos rapidamente (desprezando o bulbo olfatério e cerebelo), posicionados em
placa de Petri e submersos em solugcéo Ringer simples possuindo 145 mM de Na*, a
37°C. Em seguida, com ajuda de um bisturi foi realizado um corte coronal do cérebro

(visdo ventral) imediatamente antes de iniciar o quiasma optico [(Bregma 0,6 mm,
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interaural 9,60mm), PAXINOS; WATSON, 2004)] e ap0s o seu término [(Bregma -1,92
mm, interaural 7.08mm), PAXINOS; WATSON, 2004)], de modo que pudesse ser
isolada a regido contendo o SFO. Posteriormente, a fatia cerebral removida, ainda
submersa na solucdo 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
Ml de uma das seguintes solucdes: 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 uM, (TONIN
et al., 2009)] com incubacao por 1h a 37°C. Todas as amostras foram incubadas na
presenca de 10 pl de TTX para eliminar a influéncia neuronal [(1 uM, (SHIMIZU et al.,
2007)]. A seguir, a amostra de tecido foi cuidadosamente transportada para um outro
tubo eppendorf contendo 100 ul de agua destilada estéril, e homogeneizada com
auxilio de um triturador giratério elétrico, até que nado fosse mais possivel visualizar
tecido sélido. Na sequéncia, a amostra foi centrifugada (7000 rpm por 10 minutos) e
coletado o sobrenadante, o qual foi armazenado em gelo até o momento da realizacéo

da dosagem do lactato.

3.8 Dosagem do lactato contido no SFO

O lactato foi analisado através de kit comercial de lactato enzimatico (Bioclin,
Lactato KO84). Para tanto, foi realizada a mistura de 4 partes do Reagente N° 1
[Tampéo (pH 10,0), LDH > 24 KU/L e conservante] com 1 parte do Reagente N° 2
[NAD > 4 mmol/L, Tampéao Citrato 200 mmol/L (pH 3,0) e conservante]. Em seguida,
foram marcados 3 tubos de ensaio com as letras B (Branco), P (Padréo) e A (Amostra);
no Branco foram pipetados 10uL de agua e 1mL de monoreagente; no Padrdo, 10uL
do Reagente N° 3 (Lactato 30 mg/dL e conservante) e 1mL de monoreagente;
enquanto no tubo Amostra, 10puL da amostra e 1mL de monoreagente. As solugdes
foram homogeneizadas suavemente, incubadas por 5 minutos a 37°C. A absorbancia
da amostra foi analisada por meio de um espectrofotdbmetro em 340 mm, acertando o
zero com Branco, sendo lida em no maximo 30 minutos.

Para calcular o lactato, utilizamos o seguinte calculo:

Lactato (mg/dL) = Absorbancia da Amostra X Concentracao do Padrdo

Absorbancia do Padrao
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Como fator de calibracdo, usamos a seguinte férmula:

Fator de Calibracédo = Concentracdo do Padrao

Absorbancia do Padrao

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

3.9 Drogas

3.9.1 Solucao fisiologica estéril (0.9%) — veiculo.

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

3.9.3 Cloridrato de cetamina [Anestésico (Quetamina® Laboratério — Vetnil, Brasil)].
3.9.4 Xilazina [Analgésico e Relaxante muscular (Dopaser - Laboratorio Calier,
Espanha)].

3.9.5 Pentabiodtico Veterindrio de amplo-espectro (associacdo 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 (a-CHCA) (Santa Cruz Biotechnology, sc-
254923).

3.9.10 Sodium Nitroprusside Dihydrate (MP Biomedicals, LL, 29525 Fountain Pkwy,
Solon, Ohio).

3.10 Protocolos experimentais

ApoOs a estereotaxia e recuperacao do efeito da anestesia, os animais foram
alojados em gaiolas metabdlicas contendo além do bebedouro com agua e racao “ad
libitum”, um bebedouro com Na* (NaCl 0,3M), para a adaptacdo dos animais a
ingestdo de sodio (Figura 3, painel B). Apds 5 dias, iniciamos o0s protocolos de
microinjecao icv. O mesmo grupo de animais foi utilizado para execugédo de dois
protocolos de microinje¢cdo em condigdo de normohidratacdo (ASNAR et al., 2013;
RONCARI et al., 2014, 2017, 2018), obedecendo ao principio dos 3R’s, com intervalo
de 48h entre os protocolos (protocolos realizados no 5° dia e 7° dia apos a

estereotaxia).
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No dia do experimento de microinjecdo, o mandril da canula-guia foi removido
cuidadosamente e 0s experimentos iniciaram-se apds 30 min, permitindo entdo a
ambientacdo dos animais. Em cada protocolo, realizamos a 12 microinjecdo e 5 min.
apos realizamos a 22 microinjecdo, na sequéncia avaliamos a ingestdo de agua e
sédio nos tempos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apos a 22 microinjecéo icv (FLOR et al.,

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

o i —
1 dia - 29.5° dia - _ S°da- Medida de ingestéo de .
. ~ Microinjegdes no o Coleta de urina
Estereotaxia Adaptagao VLD liquidos
<>
Canula-guia no VLD Gaiola metabdlica 12 28 Mensuracio da
Microinj.  Microini. 5 15" 300 60" 120r ¢

Bebedouros de agua osmolalidade

e sédio (NaCl 0,3M)

o 1 o . . =
Sucessivas 48h 7° dia — Microinjegdes Medida fie !ngestao de Coleta de urina
no VLD liquidos

b Qi

Bebedouros de
agua

Mensuragao da

13 Microinj. 22 Microinj. 5 15 30" 60 120’ ‘
osmolalidade

Esquema das fases do protocolo experimental para microinjecdo e analise comportamental em
animais normohidratados. Legenda = VLD: ventriculo lateral direito.

Os protocolos desenvolvidos em condi¢cdes de privacao hidrica (24h e 48h)
foram realizados 7 dias ap0s a canulacdo do VL direito. Apos a adaptacdo a ingestédo
de Na*, conforme descrito acima, para a privacao hidrica bebedouros de agua e sédio
foram removidos durante 24h ou 48h, mantendo apenas na gaiola metabdlica a racéao
“ad libitum”. No dia do experimento, o mandril da canula-guia foi removido
cuidadosamente e os experimentos iniciaram-se apds 30 min, permitindo entdo a
ambientacdo dos animais. Nos protocolos de privacéo hidrica, realizamos apenas uma
microinjecao icv e apo0s 5 minutos retornamos os bebedouros de agua e sodio as
gaiolas. A medida da ingestéo de agua e sodio foram realizadas nos tempos 5, 15, 30,
60 e 120 min. apos a oferta dos fluidos. Ao final dos protocolos realizamos a coleta da

urina.
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, ‘ 7 dia—
[ 1° dia - [ 20,50 dia - [ 6°-7° dia — Privagao 24h ][ Microir‘]?egéo Medida de ingestéo | Coleta de

Estereotaxia Adaptacéo 5°-7° dia - Privagao 48h no VLD de liquidos urina
5 min.
S
Gaiola
Canula-guiano  metahglica Acesso & ragéo Microinjegdo < 155 300 gor 20 Mensuragéo da
VL Bebedouros de “ad libitum” osmolalidade
agua e sodio
(NaCl 0,3M)

Esquema das fases do protocolo experimental para microinjecdo e analise comportamental em
animais sob privacdo hidrica. Legenda = VLD: ventriculo lateral direito.

3.10.1 Microinjecbes icv em ratos submetidos a condicdes normais de

hidratacéo:

Para avaliarmos a nossa hipotese, realizamos oito protocolos em condi¢des de
normohidratacdo, os quais sdo descritos na sequéncia:

No primeiro protocolo realizamos a 12 microinjecao icv de salina estéril (0.9%)
e 22 microinjecdo icv de salina estéril (0,9%). Esse protocolo foi realizado para o
controle do volume da microinjegéo.

No segundo protocolo, para avaliarmos se o L-Lactato icv altera a ingestéao
basal de 4gua e sddio em ratos, realizamos a microinjecédo icv de salina estéril (0,9%)
e de L-Lactato (15nmol/0.5ul, LAM et al., 2008). No terceiro protocolo, para
avaliarmos a participacdo do lactato astrocitico na ingestao basal de agua e sodio em
ratos, realizamos a microinjecdo icv de salina estéril (0,9%) e de a-CHCA
(15nmol/0.5ul, CHAN et al., 2013), um inibidor do transportador de lactato astrocitico
(MCT-4).

No quarto protocolo para confirmarmos a participacéo do NO na ingestéo basal
de &gua e sodio em ratos, realizamos a microinjecédo icv de salina estéril (0,9%) e de
L-NAME (0,14pmol/0.5ul, (SAAD et al., 2004), inibidor ndo especifico da enzima NO-
sintase. No quinto protocolo, para avaliarmos a participacdo das células da glia dos
OCVs naingestao basal de agua e sodio realizamos a microinjecao icv de salina esteéril
(0,9%) e de FCt, inibidor reversivel da glia (L1nmol/0.5ul, PAULSEN et al., 1987). No

sexto protocolo, para avaliarmos a interagao entre a glia dos OCVs e o NO na ingestéo
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de &gua e sodio, realizamos a microinjecao icv de FCt (Lnmol/0.5ul, PAULSEN et al.,
1987) e apds 5 minutos a microinjecdo icv de L-NAME (0,14pmol/0.5ul, SAAD et al.,
2004).

Na sequéncia, para avaliarmos a interacdo entre o lactato e o NO na ingestao
de 4gua e soédio induzida pelo L-NAME (7° e o 8° protocolos), realizamos a
microinjecdo icv de a-CHCA (15nmol/0.5ul, CHAN et al., 2013) seguida pela
microinjecdo icv de L-NAME (0,14pmol/0.5ul, SAAD et al., 2004). No protocolo
seguinte realizamos a microinjecéo icv de L-Lactato (15nmol/0.5ul, LAM et al., 2008)
seguida pela microinjecéo icv de L-NAME (0,14pmol/0.5ul, SAAD et al., 2004).

Em todos os protocolos experimentais, a analise da ingestdo cumulativa e ndo
cumulativa de agua e sodio foi executada aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apés a

segunda microinjecéao.

3.10.2 Microinje¢des icv em ratos submetidos a privacéo hidrica:

ApOs a estereotaxia e adaptacdo a ingestdo de agua e sédio, iniciamos 0s
protocolos de privacao hidrica (PH) por 24 e 48h (conforme descrito acima). Na
comparacao da ingestdo de liquidos apés PH observamos que o tempo de 48h foi
capaz de promover, inicialmente, uma aversao ao s6dio nos animais.

Assim, apos 48h de PH realizamos a microinjecdo icv de salina estéril (0.9%)
ou a-CHCA (15nmol/0.5ul, CHAN et al., 2013), reposicionamos os bebedouros nas
gaiolas e avaliamos a ingestéo de liquidos. Esse protocolo teve como objetivo avaliar
se o lactato astrocitico promove altera¢des na ingestdo de agua e sédio em condicéo
de hiperosmolalidade (Na*) extracelular. A analise da ingestdo de agua e sédio foi
realizada aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apds a disponibilizacdo dos bebedouros de
agua e sodio (NaCl 0,3M).

3.10.3 Avaliagéo da concentragéo de lactato no SFO de ratos, modelo ex vivo:

Apos a andlise das ingestdes de agua e sodio, os animais foram eutanasiados
por decapitacdo, o SFO coletado e incubado durante 1h em solucdo 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 [(500uM, (TONIN et al., 2009)], todos na
presenca de TTX [(1 uM, (SHIMIZU et al., 2007)], conforme detalhado no item 3.7.
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Apo6s homogeneizagdo do tecido e centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado para
subsequente dosagem do lactato. O objetivo desse protocolo foi avaliar a
concentracdo de lactato no SFO de ratos na condicdo de aumento da osmolalidade

por Na* e sob as mesmas circunstancias na presenca de L-NAME.

NORMOHIDRATADOS PRIVAQAO HIDRICA
i N -5 dias— V9 i
Estereotaxia _ Adaptacgoa Privacéo hidrica Microinjeg&o icv, analise Avaliagdo da
no VL direito ingestao de sédio (24h ou 48h) comportamental de osmolalidade
(NaCl 0,3M) ingestéo de &gua e sodio urinéria
e coleta de urina

e i i i
Microinjeg&o icv, analise Microinjegéo icv, analise Avaliagdo da Avaliagéo~da
comportamental de comportamental de osmolalidade concentragéo de'
ingestédo de &gua e sodio ingestédo de agua e sddio urinaria lactato no SFO ex vivo
e coleta de urina e coleta de urina

Linha do tempo resumindo 0s processos que ocorreram durante os protocolos experimentais. Legenda
= VL: ventriculo lateral, SFO: 6rgdo subfornicial.

3.11 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como MEDIA + EPM (erro padrdo da média) e
analisados pelo teste de variancia One-way ou Two-way (ANOVA) seguido do teste
de comparacGes multiplas (Tukey, Programa Prisma GraphPad, versédo 06). Valores

de p<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

Utilizamos 41 ratos Wistar com peso entre 270 e 320 g. Logo apds a cirurgia
para implante da canula guia no VL direito, os animais foram alojados em gaiolas
metabdlicas individuais para adaptacdo a ingestdo de sodio (NaCl 0,3M) durante 5
dias. Podemos observar, na Figura 5, que ao final do periodo de adaptacédo (5° dia)
0S animais encontravam-se adaptados a ingestdo de sédio, uma vez que a ingestao
de agua foi superior a ingestéao de sodio (13,29 £ 1,10 vs. 1,68 + 0,49 ml/100g, n=7).

-= AGUA
-+ SODIO (NaCl 0,3M)

20 - Inicio da adaptacéo Fim da adaptacéo

154

1 TT—

0 1 2 3 4 5
DIAS

Ingestdo de Fluidos (mL/100g)

Figura 5: Volume de ingestdo de agua e sédio (NaCl 0,3M) (mL) durante
o periodo de adaptacgédo a ingestédo de sédio.

A Figura 6 mostra a fotomicrografia de uma secc¢éo coronal (50 um) do cérebro
de um rato, representativa de uma histologia positiva. Podemos evidenciar o trajeto

da canula guia em direcéo ao VL direito.
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Figura 6: Imagem histol6gica representativa de um corte
coronal do cérebro de um animal evidenciando o trajeto da
microinjetora em dire¢do ao VLD. A microinje¢do icv pode ser
confirmada através da presenca do corante de Evans 2%
(Vetec, Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no VLD
e do trajeto da canula guia em direcéo a esse sitio especifico.
Legenda: SFO = 6rgao subfornicial, VLD = ventriculo lateral
direito, 3V = terceiro ventriculo.

4.1 Respostas comportamentais de ingestdo de agua e sédio (NaCl 0,3M) a

microinjegdes icv em ratos:

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

As Figuras 7 e 8 mostram as respostas comportamentais de ingestdo de agua
(Figura 7, painéis A, B e C) ou sodio (Figura 8, painéis A, B e C) induzidas pela
microinjecao icv de salina (0,9%) ou L-NAME. Podemos observar que a microinjecao
icv de L-NAME promoveu um aumento significativo na ingestdo nao cumulativa de
agua aos 60 e 120 minutos (Figura 7, painel A) e cumulativa aos 30, 60 e 120 minutos
(Figura 7, painel B), bem como na ingestao total de agua (2,30 + 0,18 vs. 0,06 + 0,04
ml/100g/2h, n=6) (Figura 7, painel C).
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Figura 7: Efeito da microinjecdo icv de salina estéril (0,9%/0,5ul) ou L-NAME (40 pg/0,5ul) sobre a
ingestdo de agua em ratos. Painel A: medida da ingestdo ndo cumulativa de agua, aos 5, 15, 30, 60 e
120 minutos apoés 22 microinjecdo. Painel B: medida da ingestdo cumulativa de agua, aos 5, 15, 30, 60
e 120 minutos apés 22 microinjecdo. Painel C: medida da ingestéo total de dgua (2h). *p<0.05 vs. grupo
controle (salina 0,9%). S = salina 0,9%.

Além disso, podemos observar que a microinjecdo de L-NAME promoveu um
aumento significativo na ingestdo ndo cumulativa de sddio 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 ingestéo total de sédio (0,74 + 0,05 vs. 0,03 £ 0,03 ml/100g/2h, n=5)
(Figura 8, painel C).
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Figura 8: Efeito da microinjecdo icv de salina estéril (0,9%/0,5ul) ou L-NAME (40 pg/0,5ul) sobre a
ingestdo de sédio (NaCl 0,3M) em ratos. Painel A: medida da ingestdo ndo cumulativa de sédio (NaCl
0,3M), aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apds 22 microinjecdo. Painel B: medida da ingestdo cumulativa
de sodio (NaCl 0,3M), aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apds 22 microinje¢cdo. Painel C: medida da
ingestéo total de sddio (NaCl 0,3M) (2h). *p<0.05 vs. grupo controle (salina 0,9%). S= salina 0,9%.

4.1.2 Microinjecao icv de FCt no VL de ratos:

As Figuras 9 e 10 mostram as respostas comportamentais de ingestao de agua
(Figura 9, painéis A, B e C) ou soédio (Figura 10, painéis A, B e C) induzida pela
microinjecao icv de salina (0,9%) ou FCt. Os resultados mostraram que a microinjecao
icv de FCt néo alterou a ingestéao basal ndo cumulativa (Figura 9, painel A), cumulativa
(Figura 9, painel B) ou ingestéo total de agua (0,24 £ 0,15 vs. 0,06 £ 0,04 ml/100g/2h,
n=6) (Figura 9, painel C).
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Figura 9: Efeito da microinjecao icv de salina estéril (0,9%/0,5ul) ou FCt (8 pug/0,5ul) sobre a ingestéo
de agua em ratos. Painel A: medida da ingestdo ndo cumulativa de agua, aos 5, 15, 30, 60 e 120
minutos apés 22 microinjecdo. Painel B: medida da ingestao cumulativa de agua, aos 5, 15, 30, 60 e
120 minutos apds 22 microinjecdo. Painel C: medida da ingestao total de 4gua (2h). S = salina 0,9%.

Além disso, podemos observar que a microinjecao icv de FCt ndo alterou a

ingestdo basal ndo cumulativa (Figura 10, painel A), cumulativa (Figura 10, painel B)
ou ingestao total de sédio (0,06 + 0,06 vs. 0,03 + 0,03 ml/100g/2h, n=6) (Figura 10,

painel C).
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Figura 10: Efeito da microinje¢&o icv de salina estéril (0,9%/0,5ul) ou FCt (8 nug/0,5ul) sobre a ingestao
de sodio (NaCl 0,3M) em ratos. Painel A: medida da ingestdo ndo cumulativa de sédio (NaCl 0,3M),
aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apés 22 microinje¢do. Painel B: medida da ingestdo cumulativa de sédio
(NaCl 0,3M), aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apds 22 microinje¢cdo. Painel C: medida da ingestéo total
de sddio (NaCl 0,3M) (2h). S = salina 0,9%.

4.1.3 Microinjecéao icv de FCt seguida de L-NAME no VL de ratos:

As Figuras 11 e 12 mostram as respostas comportamentais de ingestao de
agua (Figura 11, painéis A, B e C) ou sddio (Figura 12, painéis A, B e C) induzida pela
microinjecao icv de salina (0,9%) ou FCt+L-NAME. Os resultados mostraram que a
microinjecao icv prévia de FCt reduziu significativamente a ingestdo ndo cumulativa
de a4gua aos 60 e 120 minutos (Figura 11, painel A), cumulativa aos 30, 60 e 120
minutos (Figura 11, painel B) e ingestéo total de agua 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 microinjecao icv prévia de FCt reduziu significativamente a ingestéao

de sddio ndo cumulativa aos 5 e 120 minutos (Figura 12, painel A) cumulativa aos 5,
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15, 30, 60 e 120 minutos (Figura 12, painel B) e ingestao total de sédio induzidas pelo
L-NAME (0,08 + 0,08 vs. 0,74 £ 0,05 ml/100g, n=6) (Figura 12, painel C).
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Figura 11: Efeito da microinjecao icv de salina estéril (0,9%/0,5ul) ou microinjecdo prévia de FCt (8
ug/0,5ul) ao L-NAME (40 ug/0,5ul) sobre a ingestao de agua em ratos. Painel A: medida da ingestéao
ndo cumulativa de agua, aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apés 22 microinjecdo. Painel B: medida da
ingestdo cumulativa de agua, aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apds 22 microinjecdo. Painel C: medida
da ingestao total de dgua (2h). *p<0.05 vs. grupo controle (salina 0,9%), #p<0.05 vs. grupo S+L-NAME.

S= salina.
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Figura 12: Efeito da microinjecéo icv de salina estéril (0,9%/0,5ul) ou microinje¢cdo prévia de FCt (8
pg/0,5ul) ao L-NAME (40 pg/0,5ul) sobre a ingestao de sédio (NaCl 0,3M) em ratos. Painel A: medida
da ingestéo ndo cumulativa de sodio (NaCl 0,3M), aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apds 22 microinjegao.
Painel B: medida da ingestdo cumulativa de sédio (NaCl 0,3M), aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apés
22 microinjecao. Painel C: medida da ingestéo total de sédio (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%.

4.1.4 Microinjecgéo 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 ingestao de
agua (Figura 13, painéis A, B e C) ou sdédio (Figuras 14, painéis A, B e C) induzidas
pela microinjegéo icv de salina (0,9%), L-Lactato ou L-Lactato+L-NAME. Os resultados
mostraram que a microinjecao icv de L-Lactato ndo alterou a ingestao nao 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 agua. Enquanto, a prévia microinjecéo
icv de L-Lactato aboliu a ingestdo ndo cumulativa de agua aos 60 e 120 minutos
(Figura 13, painel A), cumulativa aos 30, 60 e 120 minutos (Figura 13, painel B) e
ingestdo total de agua 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
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microinjecao icv de L-Lactato ndo alterou a ingestao basal ndo 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 sédio. Enquanto, a prévia microinjecéo icv de L-Lactato
aboliu a ingestao de soédio ndo cumulativa aos 05 e 120 minutos (Figura 14, painel A),
cumulativa aos 05, 15, 30, 60 e 120 minutos (Figura 14, painel B) e ingestao total de
sédio induzidas pelo L-NAME (0,05 £ 0,03 vs. 0,74 + 0,05 ml/100g/2h, n=5) (Figura
14, painel C).
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Figura 13: Efeito da microinjecdo icv de salina estéril (0,9%/0,5ul), L-Lactato (2 pg/0,5ul) ou
microinjecdo prévia de L-Lactato (2 pug/0,5ul) ao L-NAME (40 ug/0,5ul) sobre a ingestdo de 4gua em
ratos. Painel A: medida da ingestdo ndo cumulativa de agua, aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apos 22
microinjecdo. Painel B: medida da ingestdo cumulativa de 4gua, aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apo6s
22 microinjecdo. Painel C: medida da ingestao total de agua (2h). *p<0.05 vs. grupo controle (salina
0,9%), #p<0.05 vs. grupo S+L-NAME. S = salina 0,9%.



51

LACTATO + L-NAME — INGESTAO DE SODIO

A B -0- S+S(5)
-~ S+ L-NAME (5)
o5 067 -~ S+ Lactato (4)
T = —_
g & 1.0 -o- L-Lactato+L-NAME (5)
8< 0 2
E2 3 < 08 x
3= = =
o= S E
@ 0 gf-\
s 3 33
% =S el e
L o =0
- O
—— T | 5
0515 30 60 120 B
minutos
c minutos
=
@ 1.2+
o
O
@
E’\ *
o & 081
oD
%8
o<
o J
I} = 0.4
o
= #
3 5 e (5)
8 o0l == [CO N
£

Figura 14: Efeito da microinjecdo icv de salina estéril (0,9%/0,5ul), L-Lactato (2 pg/0,5ul) ou
microinjecao prévia de L-Lactato (2 pg/0,5ul) ao L-NAME (40 pg/0,5ul) sobre a ingestéo de sédio (NaCl
0,3M) em ratos. Painel A: medida da ingestdo ndo cumulativa de sédio (NaCl 0,3M), aos 5, 15, 30, 60
e 120 minutos apés 22 microinjecdo. Painel B: medida da ingestdo cumulativa de sodio (NaCl 0,3M),
aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apos 22 microinjecao. Painel C: medida da ingestéo total de sédio (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%.

4.1.5 Microinjegao icv de a-CHCA e de a-CHCA seguida de L-NAME no VL de

ratos:

As Figuras 15 e 16 mostram as respostas comportamentais de ingestdo de
agua (Figuras 15, painéis A, B e C) ou sadio (Figuras 16, painéis A, B e C) induzida
pela microinjecéo icv de salina (0,9%), a-CHCA ou a-CHCA+L-NAME. Os resultados
mostraram que a microinjecao icv de a-CHCA ndao alterou a ingestao ndo cumulativa
(Figura 15, painel A), cumulativa (Figura 15, painel B) ou ingestao total de agua (0,12
+ 0,08 vs. 0,06 £ 0,04 ml/100g/2h, n=4) (Figura 15, painel C). Além disso, a prévia
microinjecao icv de a-CHCA néo alterou a ingestdo ndo cumulativa (Figura 15, painel
A), cumulativa (Figura 15, painel B) ou total de dgua induzidas pelo L-NAME (2,07 £
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0,22 vs. 2,30 + 0,18 ml/100g/2h, n=6) (Figura 15, painel C). Podemos ainda observar
gue a microinjecao icv de a-CHCA néo alterou a ingestdo ndo cumulativa (Figura 16,
painel A), cumulativa (Figura 16, painel B) ou ingestéo total de sédio (0,12 + 0,08 vs.
0,03 = 0,03 ml/100g/2h, n=4) (Figura 16, painel C). Além disso, a prévia microinjecéo
icv de a-CHCA néo alterou a ingestdo ndo cumulativa (Figura 16, painel A), cumulativa
(Figura 16, painel B) e total de sédio induzidas pelo L-NAME (0,72 + 0,08 vs. 0,74 +
0,05 ml/100g/2h, n=5) (Figura 16, painel C).
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Figura 15: Efeito da microinjecdo icv de salina estéril (0,9%/0,5ul), a-CHCA (3 pg/0,5ul) ou
microinjecdo prévia de a-CHCA (3 pg/0,5ul) ao L-NAME (40 ug/0,5ul) sobre a ingestdo de agua em
ratos. Painel A: medida da ingestao ndo cumulativa de 4gua, aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apés 22
microinjecdo. Painel B: medida da ingestdo cumulativa de agua, aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apos
22 microinjecdo. Painel C: medida da ingestao total de agua (2h). *p<0.05 vs. grupo controle (salina
0,9%). S = salina 0,9%.
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Figura 16: Efeito da microinjecéo icv de salina estéril (0,9%/0,5pl), a-CHCA (3 pg/0,5ul) ou microinjecéo
prévia de a-CHCA (3 ug/0,5ul) ao L-NAME (40 ug/0,5ul) sobre a ingestdo de sédio (NaCl 0,3M) em
ratos. Painel A: medida da ingestdo ndo cumulativa de sodio (NaCl 0,3M), aos 5, 15, 30, 60 e 120
minutos apos 22 microinje¢do. Painel B: medida da ingestdo cumulativa de sddio (NaCl 0,3M), aos 5,
15, 30, 60 e 120 minutos apés 22 microinjecao. Painel C: medida da ingestéo total de sédio (NaCl 0,3M)
(2h). *p<0.05 vs. grupo controle (salina 0,9%). Salina = 0,9%.

4.2 Medida do volume urinério (mL/100g) apés as microinjecdes icv e as analises
das respostas comportamentais de ingestdo de agua e sddio em ratos

submetidos a condi¢des normais de hidratagao:

Realizamos a quantificagéo do volume urinario dos animais apos sucedidos os
120 minutos de analise comportamental de ingestdo de liquidos (Figura 17). Os
grupos que receberam a microinjecao 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 urinario em comparacdo ao controle salina 0,9%. Ao

contrario, o grupo que recebeu a microinjecdo icv de a-CHCA né&o apresentou
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alteracdo no volume urinario em relacéo ao controle salina 0,9% (0,4 + 0,06 vs. 0,19
+ 0,10 ml/100g/2h, n=4).

A microinjecdo de FCt ndo promoveu alteracdes significativas no volume
urinario (0,09 = 0,05 vs. 0,19 + 0,10 ml/100g/2h, n=5). Por outro lado, a prévia
microinjecao de FCt atenuou 0 aumento no volume urinario induzido pela microinjecéo
icv de L-NAME (0,16 £ 0,02 vs. 0,54 £ 0,05 ml/100g/2h, n=5). Além disso, as
microinjecdes prévias de L-Lactato (0,38 = 0,08 vs. 0,54 + 0,05 ml/100g/2h, n=5) ou
a-CHCA (0,57 £ 0,11 vs. 0,54 = 0,05 ml/100g/2h, n=5) ndo promoveram alteracdes

significativas no volume urinario induzido pela micronjecéo icv de L-NAME.
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Figura 17: Mensuracgdo do volume urinario dos animais nos diferentes protocolos, apés o
periodo de andlise comportamental de ingestdo de agua e sédio (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%.

Volume Urinario (mL/100g/2hrs)

4.3 Analise da osmolalidade urinaria ap6s as microinjecdes icv e as analises das
respostas comportamentais de ingestdo de agua e sédio em ratos submetidos

a condi¢cbes normais de hidratacao:

Foi realizada a mensuracdo da osmolalidade urinaria dos animais
normohidratados (Figura 18). Os resultados mostraram que o0 grupo que recebeu a

microinjecdo de L-NAME apresentou menor osmolalidade urinaria em relagdo ao
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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 microinjecdo prévia de FCt seguida de L-NAME apresentou
maior osmolalidade urinaria (1,07 + 0,07 vs. 0,60 + 0,09 osmol/Kg, n=5) em relacao
ao grupo L-NAME; ja os grupos Lactato + L-NAME (0,73 = 0,10 vs. 1,17 = 0,03
osmol/Kg, n=4) e a-CHCA + L-NAME (0,36 + 0,10 vs. 1,17 £ 0,03 osmol/Kg, n=4)

apresentaram menor osmolalidade urinaria em relagéo ao grupo controle salina 0,9%.
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Figura 18: Quantificacdo da osmolalidade urinaria dos animais nos diferentes

protocolos, apos o periodo de analise comportamental de ingestao de agua e sédio (NaCl
0,3M). *p<0.05 vs. salina 0,9%, #p<0.05 vs. L-NAME. S = salina 0,9%.
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4.4 Respostas comportamentais de ingestdo de agua e sédio (NaCl 0,3M) a

microinjecdes icv em ratos submetidos a privacédo hidrica (PH):

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

As Figuras 19 e 20 mostram a resposta comportamental de ingestdo de agua
(Figura 19, painéis A, B e C) ou sdédio (Figura 20, painéis A, B e C) induzida pela
microinjecdo icv de salina (0,9%) em ratos submetidos a 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
ingestao total de agua (Figura 19, painel C). Ademais, a PH de 48h aumentou a

ingestdo de agua nao cumulativa aos 15 e 120 minutos (Figura 19, painel A),
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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 comparacdo a 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 ingestao total de
sédio (Figura 20, painel C). Ademais, a PH de 48h reduziu a ingestdo ndo cumulativa
e cumulativa aos 5 minutos (Figura 20, painéis A e B respectivamente) enquanto
aumentou a ingestdo ndo cumulativa aos 30 minutos (Figura 20, painel A), a
cumulativa aos 60 e 120 minutos (Figura 18, painel B) e a ingestéo total de sédio em
comparacao a PH de 24h (3,28 + 0,31 vs. 1,21 + 0,17 ml/100g/2h, n=7) (Figura 20,
painel C).
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Figura 19: Efeito da microinjegdo icv de salina estéril (0,9%/0,5ul) sobre a ingestdo ndao cumulativa
(painel A), cumulativa (painel B) e ingestdo total (painel C) de agua em ratos submetidos a privagéo
hidrica 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
= privacéo hidrica.
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Figura 20: Efeito da microinjecéo icv de salina estéril (0,9%/0,5ul) sobre a ingestdo ndo cumulativa
(painel A), cumulativa (painel B) e ingestéo total (painel C) de sédio (NaCl 0,3M) em ratos submetidos
a privacado hidrica 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 = privac¢do hidrica.

4.4.2 Microinjegao icv de a-CHCA em ratos submetidos a PH de 48h:

As Figuras 21 e 22 mostram a resposta comportamental de ingestao de agua
(Figura 21, painéis A, B e C) ou sédio (Figura 22, painéis A, B e C) induzida pela
microinjecao icv de a-CHCA em ratos submetidos a PH de 48h em comparagéo aos
animais normohidratados. Os resultados mostraram que a microinjecdo icv de a-
CHCA potencializou a ingestao nao 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 4gua em
relacdo a microinjecéo de salina (10,04 + 0,74 vs. 8,48 + 0,29 ml/100g/2h, n=6) (Figura
21, painel C). Além disso, a microinjecao icv de a-CHCA aumentou a ingestao nao
cumulativa e cumulativa de sodio aos 5 minutos (Figura 22, painéis A e B
respectivamente), bem como a ingestéo total de sédio (3,89 + 0,31 vs. 2,78 + 0,20
ml/100g/2h, n=8) (Figura 22, painel C).



58

a-CHCA PH 48h — INGESTAO DE AGUA

-0- S (Normohidratagdo) (5)
A B -~ o-CHCA (Normohidratagao) (4)
-e- S PH48h (7)

© -~ o-CHCA PH 48h (7)
> 51
A= N
Q -
g 4. g 12 #
== @
BY 4 )
5 D T T —~
ES T8 8
85 2. 53
@ E SO
c = £
—
8 M SE 4
@ m
g 0 g
T T T 1 c 04
05 15 30 60 120
minutos c 05 15 30 60 120
minutos
12, #
*
«©
=
{=)]
0 —
g8 81
g8
s2
o3
FE 4
Q
f=2]
E=
(%) 4)
S ¥ o ¥
. ($) )
&K &K
O & &
SES
o
0‘6\ \ )
%@ Normohidra Privagao hidrica
tagdo 48h

Figura 21: Efeito da microinjecéo icv de a-CHCA (3 ug/0,5ul) sobre a ingestdo ndo cumulativa (painel
A), cumulativa (painel B) e ingestédo total (painel C) de agua em ratos submetidos a privacéo hidrica de
48h. *p<0.05 vs. salina 0,9%, #p<0.05 vs. salina 0,9% (PH 24h). S = salina 0,9%, PH = privac&o hidrica.
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a-CHCA PH 48h — INGESTAO DE SODIO
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Figura 22: Efeito da microinjegéo icv de a-CHCA (3 pg/0,5ul) sobre a ingestdo ndo cumulativa (painel
A), cumulativa (painel B) e ingestao total (painel C) de sédio (NaCl 0,3M) em ratos submetidos a
privacéo hidrica 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 = privacéo hidrica.

Os dados numéricos (média + EPM) das ingestdes ndo cumulativas e
cumulativas de todos os protocolos comportamentais realizados encontram-se

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

4.5 Medida do volume urinario (mL/100g) apés as microinje¢des icv e as analises
das respostas comportamentais de ingestdo de agua e soédio em ratos

submetidos a PH:

Foi realizada a quantificagdo do volume urinario dos animais apos sucedidos
0s 120 minutos de analise comportamental (Figura 23). Os resultados mostraram que
0s animais que foram submetidos & PH 24h n&o apresentaram diferenca significante
no volume urinario em compara¢ao aos normohidratados (0,23 + 0,07 vs. 0,05 £ 0,05

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



60

volume urinario do que os normohidratados, tanto o que recebeu salina 0,9% (0,46 +
0,09 vs. 0,05 = 0,05 mlI/200g/2h, n=6) quanto o que recebeu a-CHCA (0,46 = 0,08 vs.
0,05 £ 0,05 ml/100g/2h, n=7). Além disso, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre o grupo a-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).

3 S (Normohidratagao) (5)
E S PH 24h (5)
El S PH 48h (6)

Bl «-CHCA PH 48h (7)

1.0

0.8+

0.6+

0.4

Volume Urinario (mL/100g/2hrs)

Figura 23: Mensuragéo do volume urinério dos animais submetidos a privacao hidrica, apés
0 periodo de anélise comportamental de ingestao de 4gua e sédio (NaCl 0,3M). *p<0.05 vs.
grupo salina 0,9%. S = salina 0,9%, PH = priva¢&o hidrica.

4.6 Analise da osmolalidade urinaria apés as microinjecdes icv e as analises das
respostas comportamentais de ingestdo de agua e sodio em ratos submetidos
a PH:

Foi realizada a analise da osmolalidade urinaria dos animais submetidos a PH
apos 120 min. da reapresentacdo dos bebedouros contendo dgua ou sédio (Figura
24). Os resultados mostraram que o0 grupo submetido a PH 24h n&o apresentou
diferenca estatisticamente significante na osmolalidade urinaria em comparacéo ao
grupo normohidratado (1,12 + 0,13 vs. 1,17 + 0,03 osmol/Kg, n=5); em contrapartida,
a osmolalidade urinaria 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 a-CHCA (0,52 £

0,03 vs. 1,17 + 0,03 osmol/Kg, n=6) em comparacdo ao grupo salina 0,9%
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normohidratado. Além disso, os animais submetidos a PH 48h apresentaram uma
menor osmolalidade urinéria tanto no grupo salina 0,9% (0,42 + 0,04 vs. 1,12 + 0,13
osmol/Kg, n=6) quanto no grupo a -CHCA (0,52 £ 0,03 vs. 1,12 £+ 0,13 osmol/Kg, n=6)
em comparacédo ao grupo PH 24h. Nao houve diferenca estatisticamente significante
entre o grupo a-CHCA PH 48h e seu controle salina 0,9% PH 48h (0,52 + 0,03 vs.
0,42 = 0,04 osmol/Kg, n=6).
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Figura 24: Quantificacdo da osmolalidade urinaria dos animais submetidos a privagéo
hidrica ap6s o periodo de analise comportamental de ingestdo de agua e sédio (NaCl
0,3M). *p<0.05 vs. salina 0,9%, #p<0.05 vs. salina 0,9% (PH 24h). S = salina 0,9%, PH
= privagéao hidrica.

4.7 Avaliagéo da concentracéo 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 trés situacdes: meio osmotico normal (145 mM de Na*), hiperosmaético
(170 mM de Na*) e hiperosmotico na presenca de L-NAME (Figura 25). Os resultados
mostraram que houve maior concentracdo de lactato no SFO do grupo submetido ao
meio hiperosmoético (170mM Na*) em comparagdo ao controle (145mM Na*) (1,17 £
0,15 vs. 0,64 + 0,18 mmol/l, n=7). Além disso, a concentracdo de lactato foi maior no
grupo 170mM Na* + L-NAME em comparag¢éo ao grupo controle 145 mM Na* (1,17
0,22 vs. 0,64 = 0,18 mmol/l, n=7). Em contrapartida, ndo houve diferenca
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estatisticamente significante entre o grupo hiperosmético (170mM Na*) e
hiperosmotico na presenca 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-osmoético (145mM Na*) e normo-osmético
na presenca do NPS (145mM Na*+ NPS) (0,65 £+ 0,16 vs. 0,64 + 0,18 mmol/l, n=5).

I 145mM Na”*
B3 145mM Na*™+ NPS
o B 170mM Na*
B * Bl 170mM Na*+ L-NAME

Concentragao de lactato
ex vivono SFO (mmol/l)
N
1

14
1
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Figura 25: Analise (mmol/L) da concentracdo de lactato no SFO de ratos, modelo ex vivo,
submetido a condi¢cdes osmdéticas normais (Na* 145 mM), normais na presenca de NPS

(3mM), hiperosméticas (Na* 170 mM) e hiperosméticas na presenca de L-NAME (500 uM).
*p<0.05
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5 DISCUSSAO

5.1 Interacdo entre NO, lactato e células da glia na modulacdo do

comportamento de ingestdo de agua e sédio:

Nossos resultados mostraram que a microinjegéo icv de L-NAME promoveu um
aumento na ingestdo de 4gua e sddio (Figuras 7 e 8). O L-NAME é uma droga que
causa a inibicdo ndo especifica da enzima NO sintase (NOS), responséavel por
converter L-arginina em NO, ou seja, o L-NAME reduz a producédo enddgena do NO.
Estudos anteriores ja haviam evidenciado que o NO pode atuar como um modulador
inibitério no SNC promovendo aumento na atividade de interneurdnios GABAérgicos
no hipotdlamo (STERN; LUDWIG, 2001). Nesse sentido, corroborando com estudos
de Reis et al. (2010), nossos resultados sugerem que, o NO atua na regidao dos OCVs
inibindo tonicamente o comportamento de ingestao de agua e sodio.

Ao avaliamos a participacdo das células da glia na ingestdo basal de agua e
sédio, observamos que a microinjecdo icv de FCt (inibidor reversivel da atividade da
glia) ndo promoveu alteracdes significativas no comportamento de ingestédo basal de
agua ou de sodio (Figuras 11 e 12). Esses resultados encontram-se de acordo com
estudos anteriores do nosso laboratério (FLOR et al., 2018) e sugerem que a glia dos
OCVs parece nao contribuir de forma ténica para a regulacéo da ingestao de agua ou
de sédio. Entretanto, observamos que a inibicdo prévia da atividade das células da
glia com o FCt reduziu a resposta de ingestédo de agua e sodio induzida pelo L-NAME.
(Figuras 11 e 12). Esses resultados sugerem que as células da regido dos OCVs
participam da modulacdo do comportamento de ingestédo de agua e sodio, sendo parte
integrante da via inibitoria NO-GABA.

E conhecido que o FCt bloqueia a enzima aconitase no ciclo de Krebs, o que
poderia induzir a um aumento na producéo de lactato pelas células da glia (PETERS,
1957). Nesse sentido, a microdialise de FCt no hipocampo de ratos aumenta a
concentracédo de lactato intersticial (ZIELKE et al., 2007), o que fortalece a nossa
hipétese de que o FCt desvia o metabolismo energético astrocitico para a via
anaerobica com producéo final de lactato. O lactato em meio extracelular, atuaria
ativando os interneurdnios GABAérgicos da via inibitoria da ingestdo de agua e sédio
(MATSUDA et al., 2017).
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Nesse contexto, a fim de avaliar a participacdo do lactato na modulagcéo
comportamental de ingestdo basal de agua e sodio, nos protocolos seguintes
realizamos a microinjecéo icv de L-Lactato ou a-CHCA (bloqueador dos canais de
lactato astrocitico - MCT4). Os resultados mostraram que a microinjecao de L-Lactato
ou a-CHCA néo promoveram alteracgdes significativas na ingestao de agua e de sodio
(Figuras 13-16), sugerindo que o lactato parece nao participar tonicamente da
modulacdo comportamental da ingestao desses liquidos.

Ha evidéncias mostrando que o NO inibe reversivelmente a citocromo oxidase
mitocondrial em cultura de astrécitos, levando a glicélise anaerébica e consequente
produc&o de lactato (MARTIN et al., 2017). O lactato, por sua vez, atuaria promovendo
a ativacao de interneurénios GABAérgicos do SFO envolvidos com a via inibitéria da
ingestao de sodio (HIYAMA; NODA, 2016; MATSUDA et al., 2017; SHIMIZU et al.,
2007). Nao obstante, estudos de Matsuda et al. (2017) observaram em experimento
in vitro, ao incubarem fatias do SFO de camundongos com solugéo hiperosmotica (Na*
160 mM), um aumento na frequéncia de disparo de interneurdnios GABAérgicos do
SFO, os quais atuam diminuindo a atividade de neurdnios excitatérios responsaveis
pela inducdo do apetite ao sédio. Além disso, 0s autores observaram que a aplicacdo
do a-CHCA reduz a ativacao dos interneurénios GABAérgicos, sugerindo que o lactato
astrocitico participa da modulacgéo inibitéria do comportamento de ingestao de sédio.

Os resultados até aqui apresentados e o conhecimento de que os astrocitos no
SNC, mesmo em condicbes de normodxia, produzem e armazenam o lactato
(MACHLER et al. 2016; PELLERIN e MAGISTRETTI 1994), nos induziram ao seguinte
questionamento: sera que parte do efeito ténico inibitério do NO sobre a ingestéo de
agua e sodio € modulada pelo lactato astrocitico?. A fim de responder a essa pergunta,
nos realizamos dois protocolos comportamentais: 1) microinjecdo icv de L-Lactato
seguida de L-NAME, onde bloqueamos a producdo de NO mas ofertamos lactato
exodgeno, simulando a liberacdo de lactato astrocitico; e 2) microinjecao icv de a-
CHCA seguida de L-NAME, onde bloqueamos a produgdo de NO mas reduzimos a
liberacdo de lactato astrocitico. Interessantemente, os resultados mostraram que o L-
Lactato icv aboliu a ingestdo de agua e de sodio (Figuras 13 e 14) induzida por L-
NAME. Por outro lado, a microinjecdo icv de a-CHCA nao promoveu alteracoes
significativas na resposta de inducéo de ingestéo de agua ou de sédio induzidas pelo
L-NAME (Figuras 15 e 16).
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Para explicar nossos resultados, nés sugerimos que o NO na regido dos OCVs
atuaria inibindo a ingestdo de agua e de soédio através da ativacdo direta dos
interneurdnios GABAEérgicos e/ou por meio da sintese de lactato. A microinjecao de L-
NAME icv, corrobora com a nossa hipotese, uma vez que, a reducdo na sintese do
NO promoveria reducdo da atividade dos interneurbnios GABAérgicos e sintese do
lactato e consequente aumento da ingestdo de agua e sédio. Nao obstante, a
microinjecdo de L-Lactato atenuou significativamente a ingestdo de agua e sodio
induzidas pelo L-NAME (Figura 26). Nossa hipdtese sugere que o lactato seria
produzido e liberado por astrécitos da regido dos OCVs. Entretanto, a inibicdo do
transportador de lactato astrocitico com o a-CHCA, ndo promoveu alteracdes
significativas na ingestdo de agua ou de sédio induzidas pelo L-NAME. Esses
resultados sugerem que ndo ha a participacdo do mecanismo ANLS na via inibitoria

NO-GABA para a modulagéo da ingestao de agua e sodio.
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PAINEL A
L-Lactato + L-NAME

Lactato reduz
ingestdo de &gua
e sodio induzida

por L-NAME

Lactato - GABA

exogeno

ASTROCITO NEURONIO GABAérgico NEURONIO POS-SINAPTICO

PAINEL B
a-CHCA * L-NAME

Inibidor MCT4

a-CHCA néo
altera ingestéo
de 4gua e sodio
induzida por L-
NAME

l GABA

o

ASTROCITO NEURONIO GABAérgico

NEURONIO POS-SINAPTICO

Figura 26: llustracdo mostrando a interacdo entre NO-GABA e o lactato na regido do SFO na
modulacgdo da ingestéo de dgua ou sédio. O L-NAME atuaria induzindo o comportamento de ingestéo
de sodio, tendo em vista que ele inibe a sintese de NO reduzindo a liberagdo de GABA. Contudo esse
efeito € atenuado com a microinjecdo prévia de L-Lactato, que aumenta a liberacdo de GABA e inibe
neurdnios pas-sindpticos locais envolvidos com a via excitatéria da ingestdo de sédio e agua (PAINEL
A). O bloqueio do MCT4 através da microinjegdo de a-CHCA impede a saida do lactato astrocitico, o
que reduz a liberagdo de GABA a partir do lactato; porém n&do encontramos alteragdo no
comportamento de ingestdo de agua e sédio em relagédo ao grupo que recebeu somente L-NAME icv
(PAINEL B).

Por outro lado, estudo de Shimizu et al. (2007) de patch clamp em cultura de
células do SFO, mostrou que em meio hiperténico, a aplicacdo de lactato promoveu
aumento na frequéncia de disparo dos interneurénios GABAérgicos; esse efeito foi
reduzido na presenca do a-CHCA. Esses resultados sugerem que em meio
hipertdnico o lactato astrocitico modula a atividade de interneurénios GABAérgicos na
regidao do SFO (SHIMIZU et al., 2007).
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5.2 Participacéo do lactato astrocitico em condi¢des de hipertonicidade do meio

extracelular:

Considerando os estudos de Shimizu et al. (2007), para melhor avaliarmos a
participacdo do lactato astrocitico na modulagdo do balanco hidroeletrolitico,
realizamos no protocolo seguinte experimentos com animais submetidos a PH, a qual
sabidamente induz a uma contracao hiperosmotica (COSTANZO, 2007; DE LUCA et
al., 2007; EPSTEIN, 1973). Além disso, cabe ressaltar que diferentes estudos ja
haviam mostrado que o aumento do Na* extracelular induz a ativagédo dos canais Nax
nos astrécitos do SFO, promovendo um aumento na atividade da Na*/K*-ATPase; o
aumento no consumo de ATP astrocitico induz a glicélise anaerdbica e consequente
aumento na producéo de lactato astrocitico (HIYAMA; NODA, 2016; NODA; HYAMA,
2015a; NODA; HYAMA, 2015b; MCKINLEY et al., 2003).

No protocolo seguinte, avaliamos a participacdo do lactato astrocitico na
ingestdo de agua e sédio em ratos submetidos a PH. Embora, haja estudos mostrando
gue a privacao hidrica de 48h é adequada para induzir a ingestdo de agua seguida
pela ingestdo de sodio (DI NICOLANTONIO, MENDELSOHN, 1986; MATSUDA et al.,
2017; UETA et al., 1995), nés, ao considerarmos as condi¢des climéaticas do nosso
Estado e o fato de que a PH é também um estimulo estressante, resolvemos iniciar o
nosso protocolo com a PH de 24h.

Entretanto, os nossos resultados mostraram que a PH de 24 h nao foi suficiente
para promover alteracdes significativas na osmolalidade urinaria, bem como reducao
do apetite ao sodio, resposta caracteristica de animais submetidos a contracéo
hiperosmética. Ndo obstante, estudos anteriores mostraram que quanto maior o
tempo de duracdo da PH em roedores, mais intensos sdo os efeitos metabdlicos, de
modo que uma desidratacdo de 48h induz maior perda de peso, menor ingestao de
alimento, maior elevacdo na concentracdo de sodio plasmatico e urinario em
comparacdo a PH de 24h (BEKKEVOLD et al., 2013; HOHENEGGER et al., 1986).
Portanto, na sequéncia submetemos os animais a PH de 48h, a qual promoveu
reducdo da osmolalidade urinaria e aumento da ingestdo de agua seguida pela
ingestao de sodio (Figuras 19, 20 e 24).

Estudo de Matsuda et al. (2017) observaram em camundongos submetidos a
PH de 48h, um aumento na ingestdo de agua e sodio; entretanto, a ingestdo de sédio

foi menor que a ingestio de agua. E conhecido que o aumento do Na* extracelular
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induzido pela PH, promove diminuicdo do apetite ao sodio (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 a PH de 48h ingeriram quantidades de agua superior a de sédio, mas
camundongos que tiveram o silenciamento para Nax (canais de Na+ astrociticos),
apos a PH, ingeriram quantidades equivalentes de agua e sdédio, sugerindo a
participacdo dos astrocitos na modulacdo do comportamento de ingestdo de sodio
(MATSUDA et al., 2017).

Interessantemente, nossos resultados mostraram que o bloqueio dos
transportadores de lactato astrocitico com a microinjegdo de a-CHCA potencializou a
ingestdo de agua e sddio induzidas pela PH de 48h (Figuras 21 e 22), sugerindo que
o lactato astrocitico participa da regulacdo comportamental de ingestdo de agua e

sédio em condi¢cdo de contracdo hiperosmética (aumento de Na* extracelular).

5.3 Volume e osmolalidade urinéaria ao final dos protocolos comportamentais de

ingestao de agua e sodio:

A analise do volume urinério dos animais normohidratados (Figura 17), mostrou
que 0s animais que ingeriram maior quantidade de agua e sddio (grupos L-NAME e
a-CHCA+L-NAME) apresentaram maior volume de urina em comparacao ao controle
(salina 0,9%). Por outro lado, animais que receberam L-Lactato icv apresentaram
aumento no volume urinario, apesar da ingestao de agua e sédio ter sido equivalente
a do grupo salina 0,9%. Em contrapartida, Reis et al. (2010) evidenciaram que a
microinjecao icv de L-NAME reduziu o volume urinario em ratos.

Quando realizamos a microinjecdo de FCt, inibindo a glia, observamos uma
reducdo significativa na ingestdo de agua e sédio induzida pelo L-NAME. Nesse
sentido, nesse grupo houve reducéo do volume urinario em relagéo ao grupo L-NAME.
Nés observamos que em todos 0s grupos experimentais, quando houve estimulo para
ingestao de fluidos, o volume ingerido de agua sempre excedeu o de sodio, e sabe-
se que quando ha aumento na ingestdo de agua ocorre reducdo na tonicidade do
plasma e inibicdo na liberac&o 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 urinaria, pois verificamos que nos
animais em que a ingestao de agua e sodio foi maior (grupos L-NAME e a-CHCA+L-
NAME) (Figura 18) houve reducdo na osmolalidade em relacdo ao grupo controle
salina 0.9%, sugerindo uma menor excrecdo de Na* ou maior excrecdo de agua.
Estudos realizados em animais evidenciaram que quando a ingestdo de sodio
aumenta, ocorre maior excrecdo renal de dgua em decorréncia da elevacdo da
ingestéo de agua (ERIKSSON,VALTONEN,MAKELA, 1984; FITZSIMONS, 1963).

Ademais, no grupo FCt + L-NAME onde houve inibicdo da ingestdo de agua e
sédio ocorreu elevacdo na osmolalidade urinaria, sugerindo que ha maior excrecao
de Na* ou menor excre¢do de agua, causando menor diluicdo osmatica da urina. Ao
contrario, o grupo Lactato + L-NAME que também apresentou inibicdo da ingestao de
agua e sodio exibiu menor osmolalidade urinaria em relacdo ao grupo salina.
Supomos que o L-Llactato icv pode atuar no SNC ativando outras vias inibitérias que
causam, por exemplo, a inibicdo da liberacdo de ocitocina, gerando uma menor
excrecao renal de Na*.

De modo similar ao apresentado pelos animais normohidratados, o volume
urinério dos animais desidratados foi maior na propor¢cao em que a ingestdo de agua
e sédio aumentou, sendo superior nos animais PH 48h (grupos salina 0,9% e a-CHCA)
em comparacdo aos normohidratados (salina 0,9%) (Figura 23). Além disso, nesses
mesmos grupos submetidos a PH 48h foi verificada menor osmolalidade urinaria
(Figura 24) em comparac¢ao ao grupo salina normohidratado e salina submetidos a PH
24h. Portanto, noés sugerimos que quanto mais intensa for a PH, maior sera a
quantidade de agua ingerida e maior a excrecao renal de agua causando uma diluicdo

osmoética da urina.

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

Quando avaliamos a liberacdo de lactato no SFO de ratos, em modelo ex vivo,
observamos que o aumento da osmolalidade extracelular com Na* 170mM promoveu
uma maior liberacdo de lactato (Figura 25). A presenca de L-NAME no meio
hiperosmético néo alterou essa resposta. Aléem disso observamos que o NPS, um
doador de NO, ndo alterou a concentracdo de lactato em meio osmotico normal
(145mM Na*). Ha evidéncias de que o lactato € produzido pelos astrdcitos quando ha

elevacdo na concentracdo de Na* no meio extracelular a partir da estimulacdo 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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glicolise anaerdbica astrocitica (HIYAMA; NODA, 2016; NODA; HYAMA, 2015a;
NODA; HYAMA, 2015b; MCKINLEY et al., 2003). Isso justifica 0 aumento de lactato
guando houve mudanca na osmolalidade do meio, de 145mM para 170 mM. Ja com
relacdo ao NO, nossos resultados ex vivo mostram que ele parece nao ser importante
para producao de lactato astrocitico.

Os nossos resultados mostraram que em situacdo de PH, onde ha aumento da
osmolalidade extracelular, a microinjecdo icv de a-CHCA promove aumento da
ingestdo de agua e sodio. Esses resultados in vivo apoiam 0s nossos resultados ex
Vivo, uma vez que o estimulo hiperténico (170 mM de Na*) no SFO promoveu aumento
na concentracéo do lactato extracelular. Nesse contexto, sugerimos que em situacao
de PH, o aumento do Na* extracelular promoveria a ativacdo dos Nax astrociticos e
consequente inducao da producéo e liberacéo de lactato por meio dos transportadores
MCT4. Isso promoveria um aumento do lactato extracelular, o qual atuaria modulando

a ingestdo de agua e sodio em situacdo de contracdo hiperosmética (Figura 27).
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Figura 27: llustracdo dos mecanismos que ocorrem durante incubacdo do SFO, modelo ex vivo, em
solugéo hipertdnica de 170 mM de Na*. O estimulo hipertdnico no SFO aumenta a concentra¢éo
extracelular de lactato, de modo similar ao que ocorre na privagcdo hidrica, onde: 1: 0 aumento na
concentracao extracelular de Na* causa a abertura de canais Nax astrocitico, favorecendo a entrada de
Na*; 2: hd aumento na atividade da Na*/K*-ATPase, causando consumo de ATP; 3: a glicose sanguinea
€ captada pelos astrocitos; 4: a glicose no interior dos astrécitos é convertida a piruvato e em seguida,
a lactato; 5: o lactato é transportado pelo MCT4 para o exterior do astrdcito; 6: o lactato extracelular é
transportado pelo MCT2 para o interior de interneurdnios GABAérgicos adjacentes; 7: o lactato no
interior do interneurdnio é transformado em piruvato; 8: o piruvato € metabolizado aumentando a
formacdo de ATP; 9: o ATP causa o fechamento de canais de potassio sensiveis a ATP (Katp),
aumentando a concentracdo de K* intracelular que leva a despolarizagdo neuronal e consequente
liberagdo de GABA. O GABA, por sua vez, ird atuar em neurdnios relacionados com a ingestéo de agua
e sodio, inibindo-os.
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6 SUMARIO DOS RESULTADOS

e L-NAME icv aumenta a ingestao de 4gua e sédio, sugerindo que o NO participa da
via inibitéria do comportamento de ingestdo de 4gua e sédio;

e FCt icv ndo altera a ingestdo basal de agua e sédio, sugerindo que a glia nédo
participa tonicamente do controle da ingestado de 4gua e sodio;

e L-Lactato icv ndo altera a ingestédo basal de agua e sodio, sugerindo que o lactato
nao participa tonicamente da modulacdo da ingestdo de agua e sodio;

e 0a-CHCA icv ndo altera a ingestdo basal de agua e sédio, sugerindo que o MCT4
nao participa tonicamente da modulacdo da ingestdo de agua e sodio;

e FCticv inibe a ingestdo de agua e sodio induzidas pelo L-NAME, sugerindo uma
interacdo entre NO-Glia na modulacdo da ingestao de agua e sodio;

e L-Lactato icv inibe a ingestdo de agua e sodio induzida pelo L-NAME, sugerindo
uma interag¢do entre NO-Lactato na modulacao da ingestédo de agua e sadio;

e a-CHCA icv nao altera a ingestdo de agua e sodio induzida pelo L-NAME, portanto,
parece ndo haver interacdo entre lactato astrocitico (mecanismo ANLS) e o NO
para a modulacao da ingestédo de agua e soédio;

e a-CHCA icv aumenta a ingestao de agua e s6dio em animais submetidos a PH 48h,
sugerindo que o MCT4 (mecanismo ANLS) participa da modulagéo da ingestéao de
agua e sodio em condicao de contracdo hiperosmatica;

e A presencga de NPS (145 mM Na* + NPS) néo alterou a concentragéo de lactato em
situacdo osmotica normal no SFO de ratos, em modelo ex vivo;

e A hiperosmolalidade (170 mM Na*) presente no SFO de ratos, modelo ex vivo,
promoveu elevagao na concentracéo de lactato;

e A presenca de L-NAME (170 mM Na* + L-NAME) néo alterou a concentracdo de

lactato causada pela hiperosmolalidade no SFO de ratos, em modelo ex vivo.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que na regiao circumventricular ha uma interacao
central entre o NO, as células da glia e o lactato para a modulacdo da ingestédo de
agua e sbdio em animais normohidratados. Além disso, o mecanismo central de
transporte de lactato astrocito-neurénio (ANLS) parece estar envolvido na modulacéo
da ingestéo de agua e soédio em condi¢des de hipertonicidade do meio extracelular.

Este estudo torna-se relevante na medida em que contribui para o
esclarecimento de mecanismos relacionados com ingestdo de sédio em animais,
podendo no futuro servir de base para estudos clinicos envolvendo modulacéo
comportamental em individuos com hipertenséo arterial, pois, sabemos que o apetite

ao sadio contribui para o desenvolvimento de desordens cardiovasculares.
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APENDICE A - Dados da ingestdo cumulativa e ndo cumulativa de agua de animais normohidratados

Tabela 1: Dados da ingestdo cumulativa e ndo cumulativa de agua em animais normohidratados apds microinjecao icv.
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NORMOHIDRATAGAO

AGUA NAO CUMULATIVA
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
L-NAME 0,18+0,13 [ 0,37+0,16 [ 0,31+ 0,28 | 0,7+0,30 | 0,74+0,31
FCt 0,24+0,15| 0,0£0,0 | 0,0£0,0 | 00£0,0 | 0,0£0,0
L-Lactato 0,0+0,0 | 0,0+0,0 [0,15+0,15|0,08+0,05| 0,0+0,0
a-CHCA 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 [0,12+0,08| 0,0%0,0
FCt + L-NAME 0,04 + 0,04 | 0,03+0,03 | 0,02+0,02 | 0,18 £0,10 | 0,12 + 0,06
Lactato + L-NAME | 0,03 + 0,03 | 0,03+ 0,03 |0,03+0,03| 0,0+00 | 00+0,0
a-CHCA + L-NAME | 0,5+0,23 | 0,6 +0,24 |0,26+0,10 | 0,32+ 0,19 | 0,40 + 0,15
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APENDICE B - Dados da ingestdo cumulativa e ndo cumulativa de s6dio de animais normohidratados

Tabela 2: Dados da ingestéo cumulativa e ndo cumulativa de sodio (NaCl 0,3M) em animais normohidratados ap6s microinjecéo icv.

NORMOHIDRATACAO

SODIO NAO CUMULATIVA
5 min 15 min 30 min 60 min 120 min
Salina 00+0,0 | 00+00 | 00+00 | 0,000 |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
FCt 00+0,0 | 00+00 | 00+00 | 0,0+0,0 |0,06+0,06
L-Lactato 00+00 | 00+00 | 00+00 | 00+00 | 00+0,0
a-CHCA 00+0,0 | 00+00 | 00+00 | 0000 |0,12+0,08
FCt + L-NAME 0,0+0,0 | 0000 | 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
a-CHCA + L-NAME | 0,22 + 0,07 | 0,14 £+ 0,11 | 0,31 £ 0,13 | 0,06 + 0,06 | 0,0 £0,0
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APENDICE C - Dados da ingest&o cumulativa e ndo cumulativa de agua de animais submetidos a PH

Tabela 3: Dados da ingestdo cumulativa e ndo cumulativa de agua em animais submetidos a PH ap6s microinjecgao icv.

PRIVACAO HIDRICA

AGUA NAO CUMULATIVA
5 min 15 min 30 min 60 min 120 min
Salina (Privagdo 24h) |0,72+0,27|1,09+0,31|1,45+0,46|0,83+0,25|0,16 + 0,10
Salina (Privagdo 48h) |1,22+0,14|2,14+0,26|1,15+0,30|1,31+0,39|1,48 + 0,54
a-CHCA (Privagéo 48h) | 1,93 +0,26 | 3,60+ 0,42 | 2,05+ 0,46 | 2,23 + 0,59 | 0,97 + 0,32




APENDICE D - Dados da ingest&do cumulativa e ndo cumulativa de s6dio de animais submetidos a PH

Tabela 4: Dados da ingestdo cumulativa e ndo cumulativa de sddio (NaCl 0,3M) em animais submetidos a PH ap4s microinjecéo icv

PRIVACAO HIDRICA

SODIO NAO CUMULATIVA
5 min 15 min 30 min 60 min 120 min
Salina (Privagédo 24h) |0,85+0,21 0,35+ 0,20|0,09 +0,05|0,21 + 0,05 | 0,06 = 0,06
Salina (Privacdo 48h) |0,09 +0,07|0,73+0,19|0,91+0,19|0,68+0,19|0,47 £ 0,11
a-CHCA (Privagédo 48h) [ 1,23+0,27|1,11+0,44|0,82+0,30|0,70 +0,25|0,44 £ 0,26




