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RESUMO

O exercicio fisico € capaz de promover adaptacdes e diminuicdo da sensibilidade
neuronal, devido a neuroplasticidade, em situacdes de estresse, com quadros de
desidratacdo intracelular e extracelular dependendo da intensidade da atividade. A
desidratacéo intracelular é a perda de agua pela célula devido ao aumento da presséo
osmoética no compartimento extracelular e parece ter envolvimento de vias
colinérgicas centrais. J& a desidratacao extracelular € a perda conjunta de agua e
sédio, diminuindo o volume do compartimento extracelular. A angiotensina Il (ANG 1),
atuando centralmente, ativa mecanismos de controle autonédmicos e comportamentais
devido a ativacao dos receptores AT1 ap6s quadros de desidratacdo. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar os efeitos da injecdo central de ANG Il e carbacol
(agonista colinérgico) sobre o comportamento de ingestdo de agua e sodio em ratos
submetidos a sessdes de esteira. Ratos Wistar (250-280g) foram separados em dois
grupos: Sedentarios e Treinados. Foram realizadas 8 semanas de treinamento em
esteira rolante. Ao final, sob anestesia, foi realizado o implante da céanula guia no
ventriculo lateral (VL). ApoOs 5 dias de recuperacao, realizou-se, em animais com livre
movimentacao, a microinjecéo central (1 puL) de salina e ANG Il (50 ng), e foram feitas
medidas de ingestdo de agua e NaCL 1,8% nos tempos 15, 30, 45, 60, 90 e 120
minutos. A urina foi coletada apds cada experimento. Apés 2 dias, os animais foram
submetidos novamente ao experimento de ingestdo de agua e sédio, sendo realizada
a microinjecao central de carbacol (4 nmol em 1 pL). Posteriormente, os animais foram
eutanasiados e os encéfalos foram retirados para andlise histolégica. Os resultados
demostraram que a ANG Il foi capaz de promover ingestao de agua tanto no grupo de
ratos Treinados (8,2 + 11,2 vs. Controle:0,1 + 0,1 mL/120 min, p<0,05) como em
Sedentarios (6,0 + 7,4 mL vs. Controle: 0,1 + 0,3 mL/120 min, p<0,05); em relacédo ao
sédio: Sedentérios (6,3 £ 7,3 vs Controle: 0,5 + 1,3 mL mL/120 min, p<0,05) e
Treinados (6,9 + 7,2 vs. Controle 1,3 = 1,5 mL/120 min, p<0,05) sem diferencas entre
0sS grupos Treinado e Sedentario. Ja o carbacol induziu a ingestdo de agua nos
Sedentérios (8,7 = 6,1 vs. Controle: 0,6 £ 0,7 mL/120 min, p<0,05) e Treinados (9,5 +
8,3 vs. Controle: 1,4 + 2,4 mL/120 min, p<0,05), e em relacdo a ingestao de sadio, foi
observado nos Treinados (3,7 = 3,8 vs. Controle: 0,8 = 1,4 mL/120 min, p<0,05) e
Sedentérios (0,3 + 0,3 vs. Controle: 0,5 + 0,8 mL/120 min, p>0,05), havendo diferenca

significativa entre os grupos. Assim, o0s resultados mostraram que o treinamento néo



alterou o comportamento de ingestdo de agua induzido por ANG Il ou carbacol
centralmente assim como a ingestdo de sodio apds ANG Il, no entanto o carbacol
induziu ingestdo de soOdio em animais treinados, sugerindo que as vias
angiotensinérgicas e colinérgicas centrais que controlam a dipsia ndo sédo afetadas
pelo treinamento fisico, mas o apetite ao sodio pode ter um envolvimento das vias

colinérgicas neste modelo.

Palavras chave: angiotensina Il, apetite ao sédio, carbacol, exercicio fisico, ingestdo

de agua, neuroplasticidade.



ABSTRACT

Physical exercise can promote adaptations and decrease neuronal sensitivity in
stressful situations, due to neuroplasticity, with cases of intracellular and extracellular
dehydration depending on the intensity of the activity. Intracellular dehydration is the
loss of water by the cell due to increased osmotic pressure in the extracellular
compartment and appears to be involved in central cholinergic pathways. Extracellular
dehydration, however, is the joint loss of water and sodium, decreasing extracellular
compartment volume. Angiotensin Il (ANG II), acting centrally, activates autonomic and
behavioral control mechanisms due to the activation of ATl receptors after
dehydration. The aim of the present study was to evaluate the effects of ANG Il and
carbacol (cholinergic agonist) central injection on the behavior of water and sodium
intake in rats submitted to treadmill sessions. Wistar rats (250-280g) were separated
into two groups: Sedentary and Trained. 8 weeks of treadmill training were carried out.
At the end, under anesthesia, a guide cannula was implanted in the lateral ventricle
(VL). After 5 recovery days, central microinjection (1 pL) of saline and ANG Il (50 ng)
was performed on animals with free movement, water and 1.8% NaCL intakes were
measured at times 15, 30, 45, 60, 90 and 120 minutes. Urine was collected after each
experiment. After 2 days, the animals were subjected again to the water and sodium
intake experiment, with a central micro injection of carbacol (4 nmol in 1 pL).
Subsequently, the animals were euthanized, and the brains removed for histological
analysis. The results showed that ANG Il was able to promote water intake in both
groups, Trained rats (8.2 + 11.2 vs. Control: 0.1 + 0.1 mL / 120 min, p <0.05) and
Sedentary (6.0 + 7.4 mL vs. Control: 0.1 + 0.3 mL / 120 min, p <0.05); in relation to
sodium: Sedentary (6.3 = 7.3 vs Control: 0.5 + 1.3 mL mL / 120 min, p <0.05) and
Trained (6.9 + 7.2 vs. Control 1, 3 £ 1.5 mL / 120 min, p <0.05) without differences
between Trained and Sedentary groups. Carbacol, in contrast, induced water intake in
Sedentary (8.7 £ 6.1 vs. Control: 0.6 £ 0.7 mL / 120 min, p <0.05) and Trained (9.5 +
8.3 vs. Control: 1.4 + 2.4 mL / 120 min, p <0.05), and in relation to sodium intake, it
was observed that in the Trained (3.7 £ 3.8 vs. Control: 0.8 + 1.4 mL /120 min, p <0.05)
and Sedentary (0.3 £ 0.3 vs. Control: 0.5 £ 0.8 mL / 120 min, p> 0.05), with significant
difference between groups. Thus, the results showed that the training did not alter the
water behavior induced by centrally ANG Il or carbacol, and also sodium intake caused

by ANG II, however induced sodium intake by carbacol suggesting that the central



angiotensinergic and cholinergic pathways that control dipsogenic response are not
affected by physical training, but cholinergic pathway could be involved in sodium

apetite.

Keywords: angiotensin Il, sodium apetite, carbachol, physical exercise, water intake,

neural plasticity.
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1. INTRODUCAO

A manutencédo da osmolaridade plasmética e a regulacdo de volume dos varios
compartimentos do organismo sdo fundamentais para manter as condigdes
fisiologicas, e a constancia da composi¢cao do meio interno é mantida basicamente
pelo controle da ingestao e excrecao renal de sal e agua (ANTUNES-RODRIGUES et
al., 2005).

A desidratacdo celular acarreta a sede que é induzida pelo desequilibrio
osmotico devido a perda de agua e/ou aumento de soluto, principalmente o s6dio no
compartimento extracelular. As formas de perda de agua se dao pela privacao hidrica
e também pela excrecao, transpiracao e evaporacdo (ANTUNES-RODRIGUES et al.,
2005).

A privacao hidrica, além da falta de 4gua, também produz uma perda renal de
sédio em animais e seres humanos que, juntamente com a secre¢ao de vasopressina,
contribui para atenuar a elevacado da osmolaridade extracelular (WEISINGER et al.,
1985; SCHOORLEMMER & EVERED, 1993). Consequentemente ocorre uma
deplecao de sédio que somente sera corrigida pela ingestédo de sodio. O sddio ingerido
€ necessario para evitar hipotonicidade e para correcao final da volemia apés a
ingestdo de agua (STRICKER et al., 1992; VERBALIS, 1990).

Podem-se distinguir dois tipos principais de sede: a intracelular, com
participacdo de osmorreceptores e a extracelular, com um importante componente
dependente da angiotensina Il (ANG Il). A sede extracelular surge como consequéncia
de uma reducéo exclusiva do volume do liquido extracelular e ocorre em situacdes
como hemorragia, diarreia, vémitos, deplecédo de sédio etc. A reducao de volume do
compartimento extracelular, em especial do volume plasmatico, causa uma grande
ativacdo de mecanismos que aumentam as concentragfes plasméaticas de ANG I
(ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005). O exercicio fisico é uma situacdo que causa
perda de agua e sodio pelo organismo, ou seja, a desidratacao extracelular, que é
evidenciada pela sudorese que acompanha o exercicio em humanos (WALD &
LESHEM, 2003; STACHENFELD, 2008).

A desidratacéo intracelular € a perda de agua pela célula devido ao aumento
da pressdo osmotica no compartimento extracelular, isso faz com que

osmorreceptores centrais e periféricos sejam ativados, consequentemente, esse
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mecanismo ocasiona a necessidade de ingestdo de agua (sede). Ja a desidratacao
extracelular, € a perda conjunta de agua e sodio do compartimento extracelular, e
também gera uma resposta central através de hormdnios, que leva a uma busca por
agua e sodio (OLIVEIRA, 2017).

A ingestdo de agua e sodio induzidos pela desidratacdo extracelular é
fortemente influenciada pela acdo da ANG Il nos receptores do tipo AT1 localizados
em areas centrais importantes para o controle do equilibrio hidroeletrolitico
(JOHNSON & EDWARDS, 1990). Os sinais quimicos que direcionam a resposta do
organismo sao enviados ao hipotalamo e também aos érgdos circunventriculares
(CVOs), regidao em torno dos ventriculos. Os 6rgéos circuventriulares sdo compostos
pelo érgao vascular da lamina lateral, érgao subfornical, eminéncia mediana, neuro-
hipdfise, glandula pineal, 6rgao sub-comissural e area postrema. Essas estruturas sao
importantes por ser uma regido onde a barreira hematoencefalica é permeavel e estéao
em contato com outras areas do cérebro permitindo o controle de fluidos corporais.
Além disso, possuem neurbnios sensiveis & ANG I, onde sdo encontrados 0s seus
receptores (FITZSIMONS, 1998; SILVA, 2010).

A angiotensina € um peptideo que atua como hormonio, sendo produzido pelo
sangue e atuando na circulacdo. Além disso, é formada em muitos tecidos, como
cérebro, rins, coracdo e vasos sanguineos. Sendo assim, a ANG Il possui
funcionalidade como horménio paracrino (tem acdo em células vizinhas de onde foi
produzido) e autdcrino (age na célula em que foi produzido), que age induzindo o
crescimento e proliferacéo celular e controlando a formacéo da matriz extracelular (DE
GASPARO et al., 2000).

A ANG Il possui quatro receptores conhecidos, sendo nomeados de AT1, AT2,
AT3 e AT4. O AT1 medeia uma grande quantidade de acdes fisiologicas conhecidas
da angiotensina Il (ANG IlI) em células-alvo cardiovasculares, renais, neuronais,
enddcrinas, hepaticas e outras. Essas acfes incluem a regulagédo da presséo arterial,
balanco eletrolitico e hidrico, sede, secre¢cdo hormonal e fungdo renal. O receptor AT2
possui fungdes contrabalenceadoras aos efeitos do AT1, induzindo apoptose, efeitos
sobre o tonus vascular, diferenciacdo celular neural e regeneracdo nervosa (DE
GASPARO et al., 2000). J& os dois ultimos receptores sdo pouco descritos e suas

funcdes sdo pouco conhecidas. Estudos demonstraram, em ratos, que apos injecao
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intracraniana de ANG Il a resposta do animal para ingestdo de agua é imediata e se
mantem em grandes quantidades por 10-15min apés a injecédo (FITZSIMONS, 1998).

Os estimulos gerados nos osmorreceptores devido a desidratacéo intracelular
ativam as vias colinérgicas induzindo a ingestdo de 4gua. O carbacol é um agonista
colinérgico e possui efeitos dipsogénicos (induz ingestdo de agua) e natriurético
(excrecdo de sédio) (MELO, 2011). Estudos demonstraram que ratos que receberam
injecao intracerebroventricular (icv) de carbacol tiveram aumento da ingestdo de agua
e excrecdo de Na* (MENANI et al., 1990).

Desordens no ambiente externo ou no meio interno durante o desenvolvimento,
mas também no cérebro adulto podem ocasionar uma série de alteracdes funcionais
ou estruturais na reorganizacdo dos neur6nios, que € definida como plasticidade
neural. Muitos estudos tém demonstrado que a atividade fisica e o treinamento fisico
podem induzir uma plasticidade funcional e neuroanatdémica no cérebro maduro,
incluindo neurogénese, angiogénese, plasticidade sinaptica e remodelamento
morfologico dendritico (MICHELINI & STERN, 2009).

Um estudo demonstrou que o exercicio fisico em modelos animais com
insuficiéncia cardiaca melhorou a funcdo barorreflexa e também promoveu a
normalidade da atividade do nervo renal basal e o0s niveis plasmaticos de
norepinefrina e ANG Il (PATEL & ZHENG, 2012).

Os mecanismos pelo qual o exercicio fisico promove a neuroplasticidade néo
sdo muito conhecidos. Existe uma teoria, chamada de “Cross-Stressor Adaptation
Hypothesis” que sugere o treinamento fisico como um agente de estresse no corpo,
capaz de alterar a capacidade de resposta a outros tipos de agentes de estresse. Essa
teoria pode ser embasada no que se relaciona especificamente as respostas
mediadas pelo Sistema Nervoso Central (SNC), por exemplo, em humanos e animais
treinados as respostas pressoras a diferentes formas de estresse sdao atenuadas
(MUELLER, 2007).

Até o presente momento, ndo foram avaliadas, se em animais treinados, a
sinalizacao central mediada pela ANG Il e pelo carbacol para ingestao de agua e sodio
esta alterada. Estes podem ser possiveis mecanismos que sejam alterados apds o
treinamento para que a desidratacéo interfira menos no rendimento de praticantes de

atividade fisica.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da injecdo central de ANG Il e carbacol sobre o equilibrio

hidroeletrolitico em ratos submetidos a sessdes de esteira.

2.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar efeitos da injecdo central de ANG Il na ingestdo de 4gua e sodio e
excrecao urinaria em animais submetidos a sessfes de esteira por 8 semanas;
o Avaliar efeitos da injecdo central de carbacol na ingestdo de agua e sédio e

excrecao urinaria em animais submetidos a sessfes de esteira por 8 semanas;

2.2. JUSTIFICATIVA

Muitos estudos demonstram os efeitos do exercicio sobre a perda de agua e
de sodio, porém existem poucos que objetivam averiguar o0 consequente
comportamento de sede e apetite ao sédio e a correlagdo com 0 exercicio e a
desidratacdo. Os mecanismos que poderiam contribuir para estas alteracfes também
sao pouco estudados. Assim o presente estudo busca investigar a influéncia das vias
angiotensinérgicas e colinérgicas centrais na ingestdo de agua e sédio em ratos

submetidos a sessdes de esteira.
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3. METODOS

3.1. MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizados machos (250-280g) da linhagem Wistar fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Goias (UFG). Distribuiu-se os animais em
2 grupos: Sedentéarios e Treinados. Os animais foram mantidos em caixas com 5
animais, acondicionadas em salas climatizadas (temperatura 22-24°C), com ciclo
claro/escuro de 12/12h e acesso ad libitum a 4gua e racdo. Todos os procedimentos

foram realizados de acordo com as normas do Comité de Etica aprovados (065/17).

3.2. ACLIMATACAO AO TREINAMENTO EM ESTEIRA ROLANTE

Todos os animais passaram por um periodo de aclimatacdo antes do inicio do
treinamento ou inatividade fisica. O periodo de aclimatacéo também foi utilizado para
selecionar apenas ratos ativos e distribui-los entre os grupos treinados. Nesse periodo
os animais foram submetidos a atividade em esteira rolante de curta duracéo e baixa
intensidade (10 minutos — cargas de 5 a 10 m/minuto), durante duas semanas, cinco
dias por semana (MASSON et al., 2014; CERONI et al., 2009).

Apés os primeiros cinco dias de aclimatacdo, os animais que ndo tiveram
aptidao para o treinamento em esteira rolante foram remanejados para formarem o

grupo de animais Sedentarios.

3.3. TESTES PARA AVALIACAO DA CONDICAO FiSICA

Foram realizados testes de incremento de carga em esteira rolante para
avaliacédo fisica dos ratos através de sua resisténcia fisica em fungéo do tempo, em
trés momentos: antes do inicio do treinamento, quatro semanas ap0s o inicio do
treinamento e oito semanas apoés o inicio do treinamento, a fim de proporcionar aos
animais sobrecarga de treino adequada e um treinamento de carater aerdbio. O teste
incremental de carga em funcdo do tempo realizado € adaptado para esteira
motorizada EP 131 (Insight, Brasil). O teste consistiu em estagios de 3 minutos de

duracdo com uma carga inicial de 5 m/minuto. Apds o término do terceiro minuto de
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cada estagio acrescentou-se uma carga de 5 m/minuto a velocidade da esteira, até a
exaustdo do animal (CERONI et al., 2009).

A exaustédo foi tomada na observancia das seguintes situacdes: quando o
animal desistiu de correr por mais de 10 segundos, quando encostou trés vezes no
fundo da baia em um mesmo estagio e apés ndo conseguir ultrapassar a metade
anterior da baia em um mesmo estagio. Apoés os testes, foram obtidas as velocidades
aerdbias maximas (VAM) de cada animal, através da seguinte equacao:

VAM = Tempo de duracgao total dos testes (s) x Carga incrementada (m/min)

3.4. TEMPO DE DURACAO DE CADA ESTAGIO

A VAM foi baseada na média do desempenho do grupo para calcular a
velocidade de treinamento, correspondente a 50% e 60% da VAM atingida pelos
animais, a fim de ndo sobrecarregar os animais com velocidades muito acima das
suportaveis. Apenas animais de desempenho compreendido em um mesmo estagio

do teste treinaram ao mesmo tempo.

3.5. TREINAMENTO EM ESTEIRA ROLANTE

O treinamento foi adaptado segundo Masson et al. (2014). Iniciou-se com fase
de aquecimento, de duracdo de 5 minutos e velocidade de 25% da VAM com
incrementos de carga de minuto a minuto até atingir a velocidade de treinamento. O
tempo de treinamento foi ajustado gradualmente durante a primeira semana de
treinamento, variando entre 30 e 60 minutos. A velocidade de treino iniciou-se em 50%
do maximo (durante duas semanas) e posteriormente foi aumentada para 60%
(durante as duas semanas seguintes). Apos a quarta semana de treinamento, foi
realizado outro teste incremental de carga para medir a nova VAM, e a nova
velocidade de treinamento foi definida como 50% da nova VAM estabelecida.

As secdes de treinamento sempre terminaram com 5 min de recuperacao ativa
com a reducdo da carga de minuto a minuto até a parada total da esteira. Os animais
treinados foram submetidos a oito semanas de treinamento aerébico em esteira
motorizada, cinco vezes por semana, com duracdo de 60 minutos e intensidade de
50-60% da VAM correspondente a seu teste incremental (MASSON et al., 2014), com
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todas as secdes de treinamento realizadas no ciclo claro dos animais. O outro grupo
permaneceu sem atividade fisica (sedentarismo) e os animais foram mantidos na sala
da esteira rolante durante os horarios de treinamento do grupo treinado, sob influéncia
das vibracdes e dos ruidos provocados pelo motor da esteira, visando neutralizar os

possiveis efeitos do estresse do treinamento em esteira sobre os resultados obtidos.
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Figura 1. Protocolo de treinamento em esteira rolante.

3.6. CIRURGIA PARA IMPLANTE DE CANULA GUIA NO VENTRICULO
LATERAL (VL)

ApoOs o periodo de treinamento em sessbes de esteira os animais foram
anestesiados com cetamina (80 mg/kg de peso corporal) e xilazina (7 mg/kg de peso
corporal) administrado intraperitonealmente, e posteriormente fixados em um
aparelho estereotaxico para pequenos animais (Bonther Ltda, Ribeirdo Preto, SP). O
cranio foi nivelado utilizando o bregma e lambida como referéncias. Uma céanula de
aco inoxidavel (10 mm comprimento x 0,7 mm diametro interno) foi implantada no VL,
apos a trepanacao do cranio com uma broca circular, usando as coordenadas 0,3 mm
caudal ao bregma, 1,2 lateral a linha média e 3,6 mm abaixo da superficie do créanio.
A céanula foi fixada no cranio com a utilizacdo de parafusos e resina acrilica. Apos a
secagem completa da resina, o animal foi retirado do estereotaxico e um mandril foi
introduzido dentro da canula. Os animais foram mantidos em recuperagdo por um

periodo de no minimo cinco dias.
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3.7. MICROINJECAO DE ANG Il NO VENTRICULO LATERAL (VL)

Os animais, mantidos em gaiolas metabdlicas sem acesso a ra¢ao, receberam
a microinjegcdo (1 pL) central de NaCl 0,9% no VL, tiveram ofertadas buretas
graduadas de vidro (divisées de 0,1 mL) contendo agua e NaCl 1,8% durante 120
minutos e a mensuracao da ingestao foi avaliada nos tempos 0, 15, 30, 60, 90, 120
minutos. Ao final do experimento foi coletada a urina. Em seguida, os animais
receberam a microinjecéo (1 pL) central de ANG Il (50 ng) no VL, tiveram ofertadas
buretas graduadas de vidro (divisées de 0,1 mL) contendo agua e NaCl 1,8% durante
120 minutos e a mensuracao da ingestao foi avaliada nos tempos 0, 15, 30, 60, 90,

120 minutos. Ao final do experimento foi coletada a urina.

Experimento de Experimento de
Microiniecdo de ingestdo de agua e L ingestdo de agua e
NaC .99 NaCl 1,8% Micromuegao de NaCl 1,8%
{ 15’ 30’ 60’ 90’ 120’ \ { 15 30° 60’ 90' 120’ \
Oferta de agua e Coleta da Oferta de agua e Coleta da
NaCl 1,8% urina NacCl 1,8% urina

Figura 2. Protocolo de microinjecéo central de ANG II.

3.8. MICROINJECAO DE CARBACOL NO VENTRICULO LATERAL (VL)

Apoés 2 dias de recuperagcdo, os animais foram submetidos novamente ao
experimento de ingestdo de 4gua e sodio. Primeiramente receberam a microinjecédo
(1 pL) central de NaCl 0,9% no VL, tiveram ofertadas buretas graduadas de vidro
(divisbes de 0,1 mL) contendo agua e NaCl 1,8% durante 120 minutos e a mensuragao
da ingestédo foi avaliada nos tempos 0, 15, 30, 60, 90, 120 minutos. Ao final do
experimento foi coletada a urina. Em seguida, 0s animais receberam a microinje¢cao
(1 pL) central de carbacol (4 nmol) no VL, tiveram ofertadas buretas graduadas de

vidro (divisbes de 0,1 mL) contendo agua e NaCl 1,8% durante 120 minutos e a
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mensuracao da ingestao foi avaliada nos tempos 0, 15, 30, 60, 90, 120 minutos. Ao

final do experimento foi coletada a urina.

Experimento de . Experin:jento de
Microinjecao de ingestao de agua e P ingestao de agua e
NaqJ 0?9% NaCl 1,8% M'Crcz':t‘)‘;%z? de NaCl 1,8%
s 30 e 90 120 45 30 s 90 120!
Oferta de agua e Coleta da Oferta de 4gua e Coleta da

Figura 3. Protocolo de microinjecéo central de carbacol.

3.9. ANALISE HISTOLOGICA

Ao final dos experimentos, os animais foram anestesiados profundamente com
tiopental sodico (70 mg/kg de peso corporal). Em seguida, receberam microinjecdes
de corante (azul de Evans 1%, 0,1 pL) no VL e foram submetidos a uma perfusao
cerebral por meio de inje¢cdo no coracdo (ventriculo esquerdo) de solucdo de
formaldeido 10% (20 mL). Em seguida, os encéfalos foram retirados e armazenados
em solugado de formaldeido 10% por alguns dias. Cortes transversais (40 ym de
espessura) foram feitos utilizando-se um criostato (Leica). Os cortes histoldgicos
foram montados em laminas e corados com corante vermelho neutro 1%.
Posteriormente, foram analisados em microscépio Optico para localizacdo das

injecées no VL.

3.10. ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais obtidos foram expressos como média + EPM (erro
padrdo da média). Para analise das respostas comportamentais de ingestdo de agua
e sodio foi utilizada ANOVA de duas vias considerando o tempo e o treinamento como
variaveis, seguida pelo pos-test Bonforroni e por fim, teste de Turkey para o teste de

comparagdes multiplas. A significancia foi assumida quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

No total foram utilizados 27 ratos, dentre eles: 7 Sedentarios e 5 Treinados
estavam positivos para a microinjecdo de ANG II; 7 Sedentarios e 3 Treinados
estavam positivos para a microinjecao de carbacol. Os grupos experimentais foram
seus proprios controles. A significancia (p<0,05) dos resultados obtidos foi
determinada pelo teste de Turkey.

Considerou-se animais positivos aqueles que possuiam a canula guia no
ventriculo lateral direito. Pode-se identificar a positividade através da analise
microscopica das laminas com os cortes histologicos. A Figura 1 apresenta

fotomicrografia transversal de um corte histol6gico de um animal positivo:

Figura 4. Fotomicrografia demonstrativa da microinje¢do no VL (seta) em um animal representativo do
grupo.

4.1 MICROINJECAO DE ANG I

Os resultados encontrados ap6s o experimento de ingestdo de 4gua e NacCl
1,8% estdo demonstrados na Figura 5. Em relac@o a ingestdo cumulativa de agua,
pode-se notar que ndo houve diferenca significativa entre os grupos Sedentarios (6,0
+ 7,4 mL/120 min) e Treinados (8,2 + 11,2 mL/120 min). Porém, quando comparados,
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respectivamente aos Sedentarios + NaCl 0,9% (0,1 £ 0,3 mL/120 min) e Treinados +
NaCl 0,9% (0,1 £ 0,1 mL/120 min), a diferenca foi significativa. No que se refere a
ingestao cumulativa de NaCl 1,8%, o comportamento foi semelhante, ndo havendo
diferencga significativa entre os grupos Sedentérios (6,3 + 7,3 mL/120 min) e Treinados
(6,9 £ 7,2 mL/120 min); e quando comparados, respectivamente, aos grupos
Sedentérios + NaCl 0,9% (0,5 + 1,3 mL/120 min) e Treinados + NaCl 0,9% (1,3 +1,5
mL/120 min), houve diferenca significativa.
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Figura 5. Ingestdo cumulativa de dgua (esquerda) e NaCl 1,8% (direita) apds a microinjecdo de ANG
Il e NaCl 0,9% (Controle). *: Diferente do grupo Controle (p<0,05).

4.2 MICROINJECAO DE CARBACOL

A ingestdo de agua e NaCl 1,8% ap6s a microinjecdo de carbacol esta
representada na Figura 6. Quanto a ingestdo cumulativa de agua, a resposta foi
semelhante a da ANG I, os grupos Sedentérios (8,7 + 6,1 mL/120 min) e Treinados
(9,5 + 8,3 mL/120 min) ndo demostraram diferenca significativa, ja quando comparado
aos seus respetivos controles, Sedentarios + NaCl 0,9% (0,6 + 0,7 mL/120 min) e
Treinados + NaCl 0,9% (1,4 £ 2,4 mL/120 min), houve significancia. Divergindo dos
resultados anteriores, a ingestdao cumulativa de NaCl 1,8% mostrou diferenca
significativa entre os grupos Sedentérios (0,3 £ 0,3 mL/120 min) e Treinados (3,7 +
3,8 mL/120 min). Porém quando comparados com seus respectivos controles, tal fato
nao ocorreu com os Sedentarios + NaCl 0,9% (0,5 + 0,8 mL/120 min), somente com
os Treinados + NaCl 0,9% (0,8 + 1,4 mL/120 min).
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Figura 6. Ingestdo cumulativa de agua (esquerda) e NaCl 1,8% (direita) ap6és a microinjecdo de
carbacol e NaCl 0,9% (Controle). *: Diferente do grupo Controle (p<0,05). #: Diferente do grupo
Sedentarios + Carbacol (p<0,05).

4.3 VOLUME URINARIO

A urina foi coletada apdés a finalizacdo de cada experimento e os resultados
estdo dispostos na Tabela 1 e Figura 7. ApGs a analise estatistica dos dados, os
anicos valores que demonstraram diferenca significativa foram o volume urinario
excretado pelo grupo Treinados (5,6 + 1,4 mL/120 min), ap6s a microinjecao de
carbacol, quando comparado com os grupos Sedentérios (1,5 + 1,3 mL/120 min) e
Treinados + NaCl 0,9% (0,9 = 0,6 mL/120 min).

Sedentéarios + Treinados +

Sedentarios Treinados
NaCl 0,9% NaCl 0,9%
ANGII 82 + 7,5 mL/120 6,7 + 6,8 0,7 + 04 18 + 2,0
min mL/120 min mL/120 min mL/120 min
15 + 1,3 mL/120 5,6 + 1,4 0,8 + 8,8 0,9 + 0,6
Carbacol ) ) _ )
min mL/120 min**  mL/120 min mL/120 min

Tabela 1. Volume urinério apds os experimentos de ingestdo de agua e NaCl 1,8%. *: Diferente do
grupo Treinados + NaCl 0,9% (p<0,05). #: Diferente do grupo Sedentarios + Carbacol (p<0,05).
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Figura 7. Volume urinario apés os experimentos de ingestdo de agua e NaCl 1,8%. *: Diferente do
grupo Treinados + NaCl 0,9% (p<0,05). # Diferente do grupo Sedentarios + Carbacol (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, demonstramos que a ANG Il foi capaz de induzir ingestéao
de agua e sodio sem alteragBes no volume urinario tanto em animais Sedentarios
como Treinados. Ja a administracdo de carbacol também foi efetiva em produzir
ingestdo de agua em ambos os grupos, no entanto produziu uma reposta de apetite
ao sodio em animais Treinados e aumento do volume urindrio.

J& esta bem descrito que apds a injecdo de ANG II, devido a ativacdo dos
receptores AT1, animais ingerem agua e solucéo hiperténica de sédio, normalmente
aversiva ao paladar de roedores (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005; FITZSIMONS,
1998; JOHNSON & EDWARDS, 1990). Fitzsimons (1998) comparou a resposta apos
a injecao de diferentes dosagens de ANG Il, demonstrando que na sua maior
concentracdo (10-12 mol) todos os animais ingeriram mais de 3 mL de agua. Além
disso, apos a injecdo de ANG Il ivc houve um aumento da ingestdo de sodio, porém
quando comparado com a ingestao de agua, esse efeito € menor. A procura do animal
pela agua se da em aproximadamente 1 minuto apos a injecao central, sendo que a
maior ingestao ocorre em até 15 minutos (devido ao baixo tempo de meia vida da ANG
II). Essa divergéncia de ingestdo ndo foi demonstrada nos experimentos apesar dos
animais ingerirem tanto agua quanto solucéo salina.

A neuroplasticidade em decorréncia do exercicio fisico sugerida anteriormente
por Patel e Zheng (2012) ndo é evidenciada no presente estudo em relacdo aos
estimulos com ANG II. Tal modulacéo estaria presente caso a ingestao de ambos o0s
liquidos pelos animais Treinados fosse menor, o que ndo foi demonstrado pelas
analises estatisticas, que ndo apresentaram significancia (p<0,05). Estudos anteriores
do nosso grupo de pesquisa demonstraram que animais submetidos a exercicios
fisicos ingeriram menos NaCl 1,8% (2,1 + 0,8 mL/90 min) que os Sedentarios (6,1 +
0,8 mL/90 min) apos protocolo privacdo hidrica seguida de reidratacdo (GALBIM,
2019), que pode ter envolvimento de estruturas diferentes das areas prosencefalicas
estimuladas pela injecéo direta da ANG Il no ventriculo lateral, como no presente
estudo.

A estimulacéo colinérgica, pela injecdo de carbacol, também foi capaz de
estimular a sede, como estudos prévios ja demonstraram (WEISINGER et al., 1985;
MENANI et al., 1990; SCHOORLEMMER & EVERED, 1993). A ativacdo das vias
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colinérgicas pelo carbacol, resultando em maior ingestao de agua foi demonstrada por
Menani et al. (1990), onde ratos com lesédo do terceiro ventriculo obtiveram menor
estimulo apds a injecao do agonista, comparado aos sem lesédo. Esse efeito também
foi demonstrado por Melo et al. (2015) onde o perdxido de hidrogénio inibiu a acéo
dipsogénica do carbacol.

Sabe-se que a ingestdo de NaCl frente a desidratacdo intracelular ndo é
esperada uma vez que a correcdo da hiperosmolaridade plasmatica ndo seria
corrigida com um aporte adicional de solucdo salina (ANTUNES-RODRIGUES et al.,
2005), o que acontece no presente estudo, onde animais treinados ingerem uma
guantidade maior de solucdo salina quando comparado ao animais Sedentarios. A
ingestdo de NaCl 1,8% foi maior nos animais Treinados, porém devido ao baixo n e
ao desvio padrdo aumentado, mais experimentos sdo necessarios para melhor
interpretacdo dos dados. Um trabalho de De Luca Jr et al. (2003) mostrou pela
primeira vez que mecanismos centrais participariam do mecanismo de ingestdo de
sédio mesmo em situacdes de hiperosmolaridade plasméatica. O bloqueio de
receptores serotoninérgicos de uma area envolvida com o controle da ingestdo de
fluidos conhecida como nucleo parabraquial lateral (NPBL), foi capaz de produzir
ingestdo de grandes quantidades de solucdo salina hipertbnica em animais
normohidratados. Desta forma, apesar de ser um ndamero pequeno de animais,
sugere-se que em animais treinados ocorra alguma alteracdo em areas centrais
envolvidas com o controle da ingestédo de sédio induzida pela estimulagéo colinérgica
central.

O volume urinario se mostrou semelhante em ambos grupos, apdés a
estimulacdo com ANG II. Tal comportamento pode ser explicado pela mesma hipétese
levantada em relacdo a diferenca ndo encontrada na ingestdo de NaCl 1,8%. No outro
estudo do nosso grupo de pesquisa, foi evidenciado menor volume urinario nos
Treinados que nos Sedentérios apds a privacao hidrica por 24h, demonstrando que o
primeiro grupo teve uma menor desidratagdo (GALBIM, 2019).

Ja em relacdo a excrecao urinaria induzida pelo carbacol, observamos que o
grupo treinado apresentou um maior volume urinério do que o grupo sedentario, que
€ importante, pois a estimulacdo colinérgica central tem um conhecido efeito
antidiurético (MELO et al., 2015; MENANI et al, 1990). Juntamente com os achados

relacionados com o aumento da ingestdo de NaCl 1,8% nestes animais, podemos
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indicar uma interessante linha de investigacdo para explicar estes efeitos, embora o
namero de animais deste grupo ter sido ainda baixo.

Os resultados obtidos sao diferentes do que se esperava, pois divergem de
hipoteses e estudos anteriores que demonstraram correlagcéo entre o exercicio fisico
e a neuroplasticidade. Além da dificuldade pelo longo tempo de protocolo em relacdo
a duracdo da pesquisa, impossibilitando a realizacdo de mais grupos para que o
namero de animais comparados fosse maior. Outro fator complicador foi que a esteira
rolante utilizada para o treinamento dos animais estragou, atrasando o protocolo e
impossibilitando a finalizacdo do ultimo grupo que ja estava em andamento. Por isso,
a continuidade dessa pesquisa € importante para aumentar o n, diminuir o desvio
padrao e obter dados mais precisos, podendo se tornar uma nova vertente nessa linha

de pesquisa.
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6. CONCLUSAO

O estimulo da ingestdo de 4gua e apetite ao s6dio em animais Treinados e
Sedentarios ap6s a microinjecdo central de ANG Il e carbacol ocorreu e foi significativa
gquando comparada aos grupos controles, que receberam microinjecdo central de
NaCl 0,9%. O exercicio fisico ndo demonstrou influéncia na neuroplasticidade
relacionada a alteragdo da sensibilidade aos efeitos da ANG Il evidenciando que as
vias angiotensinérgicas centrais que controlam a dipsia e apetite ao sédio ndo séo
afetadas pelo treinamento fisico, assim como visto em relacédo ao carbacol e a dipsia.
No entanto, os efeitos do carbacol em relacdo a ingestdo de so6dio sdo promissores,
pois indicam que o exercicio fisico pode alterar as vias colinérgicas relacionadas com

0 apetite ao soédio.
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