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|. RESUMO

Interleucina-B (IL-1p) pode modular funcdes homeostaticas controladds pistema
nervoso central, incluindo a atividade do eixo bapmo-hipofise-adrenal, termorregulacao,
pressdo arterial e comportamento ingestivo. Estudateriores do Laboratério de
Neurociéncias mostram que II3-Injetada no terceiro ventriculo cerebral inibegestédo de
agua em animais submetidos a diferentes proto@loghe o apetite por sédio em animais
depletados deste ion. O nacleo pré-optico medigtmd? Q) e o 6rgado subfornical (SFO) sao
areas importantes no controle da homeostasiadsdiinoa. Assim, a proposta deste estudo foi
investigar o efeito de microinjecdes de Ig-40 MnNnPO ou SFO sobre a ingestdo de sal em
animais depletados de so6dio. Ratos Wistar (25027fiyam anestesiados com
cetamina/xilazina (80/7mg/kg) para cirurgia estEmeica de implante de canula guia no
MnPO ou SFO. Quatro dias apés a cirurgia os anifoeasn submetidos a deplecao de sédio
por injecdes de furosemida (20 mg/kg, s.c) e masatcbm livre acesso a agua destilada e
dieta hipossddica. 24 horas ap0s os animais resmabmicroinjecdes de ILSlL nas doses 1,6,
0,8 e 0,4 ng/rato. A ingestdo de sal foi monitorada 120 minutos e ao final das sessdes
experimentais, os animais foram anestesiados, sidoee perfusdo transcardiaca com salina
0,9% seguido de formol 10% e os encéfalos removira processamento histoldgico.
Apenas os dados dos animais cuja canula estavanROMu SFO foram analisados. IB-1
injetada no MnPO e no SFO inibe a o apetite poros@ animais depletados deste ion,
sendo o0 MnPO mais sensivel a acdo dafilgde o SFO. A acdo da I3Ino MnPO e no
SFO no apetite por sédio foi especifica e ndo #ada@ uma deficiéncia locomotora ou mal
estar generalizado que impossibilitasse o anintalszar da solugcdo sacarina, uma vez que
tanto a locomocgao quanto a ingestédo de sacarlfa @ps animais nao foi alterada pela IL-
1B. Observou-se também aumento da temperatura cogprs tratamento com ILB1sendo

a hipertermia mais expressiva apoés injecdo no Md®Que no SFO. Os resultados obtidos
com este trabalho indicam que o0 MnPO é mais sdresiagfo da IL-f que o SFO e sugerem
papel modulatério da ILfL sobre a homeostasia hidrossalinana, mais espau#iate, no

apetite por sodio.

Palavras-chave: Interleucin&;Inucleo pré-optico mediano, 6rgdo subfornicalfitge

por sodio.
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II. ABSTRACT

Interleukin-33 (IL-1B) may acts on the central nervous system integradimd modulating
homeostatic functions including the activity of theypothalamic-pituitary-adrenal axis,
control of blood pressure and body temperature iagestive behavior. Previous data from
our laboratory showed that intracerebroventricurgection of IL-1B inhibits sodium appetite.
However, the action of ILfLin specific brain areas controlling this behavgounknown. It is
well documented that MNnPO and SFO is an importaainbsites involved in the control of
water and salt intake. Therefore, the purpose isfdtudy was to investigate the effect of IL-
1B microinjections into MNPO or SFO on salt intakesgdium-depleted rats. Wistar male rats
(240-270g) were implanted with guide cannula in ke@PO or SFO under anesthesia with
ketamine/xylazine (80/7 mg/kg i.p). The animals eveubmitted to sodium depletion by
injection of furosemide (20 mg/kg, sc) and mairgdinvith free access to distilled water and
low sodium diet. Salt intake was monitored for Xilhutes after microinjection and at the
end of the experiments the animals were anestldet&zdmitted to a transcardiac perfusions
with saline followed by 10% formalin and have thd&rain removed for histological
procedure. Only data from animals whose guide dasnwere in the MnPO or SFO were
considered. The results show that microinjectioriLeip into MNnPO and SFO inhibits the
hypertonic saline intake throughout the experimlesgasion. The inhibitory effect of ILBlin
MnPO on salt intake was more intense than SFO.th&umore, the inhibition of sodium
appetite seems not to be due to inhibition of lootan activity or to any change in
palatability, since microinjections of ILBlin MnPO or SFO failed to modify the intake of a
0.1% saccharin solution when the animals were stibnio a "dessert test” or to induce any
significant locomotor deficit in the open-field tedt was also observed a rise in body
temperature after treatment with I3-Jand this hyperthermia was more significant after
injection into MNPO than SFO. The results of thisdy indicate that the MnPO is more
sensitive to IL-B in MnPO than SFO and suggest modulatory roleLeffl in this site on

hydrosaline homeostasis especially in sodium afgpeti

Key words: Interleukin-f, sodium appetite, preoptic median nucleus, suiifarn

organ.
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l1l. INTRODUCAO

Alteracbes na homeostasia dos liquidos corporais tsdnsmitidasmomento a
momento ao sistema nervoso central. A regulacampida dos compartimentos liquidos
corporais da-se pela ingestdo e excrecdo de agletrélitos pelos rins, assim, ajustes séo
necessarios quando ha desequilibrio entre estagveimr O cérebro integra os sinais
sensoriais e hormonais da periferia e dirige cOeecatravés de mudancas autonémicas,
endocrinas e comportamentais. A sede e 0 apetitedubo sdo comportamentos essenciais
para correcdo da homeostasia hidrossalina (AntBodsigues et al, 2004; McKinley &
Johnson, 2004). O apetite por sodio é um estadpadamental motivado, relacionado a
perda organica deste ion e tem como caracteristigastdo seletiva deste ion e a aceitacédo

de solucdes hipertbnicas.

O apetite por sodio e a sede sdo comportamentoslatms$ por neurotransmissores
e/ou neuromoduladores no SNC através de receptmrakzados nas areas envolvidas na
regulacdo destes comportamentos. Dentre as &reasaise envolvidas, os 06rgaos
circunventriculares, como o 6rgdo subfornical ergdo vasculoso da lamina terminal, tem
valiosa participacdo na regulacdo central destespodamentos, estas areasapresentam
receptores para angiotensina Il e renina e, p@rest fora da barreira hematoencefélica,
alteracdes na osmolairidade/ natremia sdo percelpidiaestas areas (McKinley & Johnson,
2004).

Poucos estudos mostram a participagcdo de citocinasegulacdo da homeostasia
hidrossalina. A interleucinaBl(IL-1p) pode atuar sobre o sistema nervoso central stelgr
e modulando funcbes homeostéaticas incluindo a @iwvado eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal, mudancas na temperatura corporal e press&wal, e comportamento ingestivo
(Gadek-Michalska et al, 2011; Kéradi et al, 2008k&cs et al, 2010) assim, a investigacao do
papel da IL-B sobre a regulacdo da homeostasia dos compartismégtiidos corporais é
importante, visto que tanto animais quanto humamesndo acometidos por infeccoes,
doengas autoimunes e alguns tipos de cancer libeséancitocina naturalmente.(Dinarello,
1996; Goto el al, 1990; Lewis et al, 2006).

A comunicagdo entre os sistemas endocrino, imuraadg nervoso central tem sido

investigada e as alteracbes metabdlicas, visceraisomportamentais promovidas por
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mediadores moleculares comuns a estes sistemagsosdiecidas. O SNC e o sistema
imunolégico sdo os maiores sistemas adaptativespondem de maneira rapida a alteragbes
que comprometem o bem estar do individuo. Existeit€acias da participacdo da II3;1
central e periférica, nas alteracoes comportangeet&iscerais durante a resposta a infeccéo
(Allan et al, 2005; Sherry et al, 2010).A ingestimagua e o apetite por sddio constituem
mecanismos comportamentais envolvidos no contraleha@meostasia hidrossalina, sendo
regulados por diversas areas centrais e vias masnassoras. Injecédo central de Igifibe a
ingestdo de agua (Keradi et al, 2005; De Castntva &t al, 2006, Luz et al, 2009; Takacs et
al, 2010), contudo, os estudos investigando o pdgél-13 sobre a regulacédo do apetite por
sédio sdo escassos(Osaka et al, 1992, De Castiheage 2006). O MnPO e o SFO séao areas
centrais envolvidas no controle da homeostasiaoésdidina, altamente sensiveis a variacdes
na osmolaridade e a angiotensina periférica (John&o Loewy, 1993). Trabalhos
desenvolvidos no laboratdrio de Neurociéncias foerem elucidagbes valiosas sobre o
envolvimento da IL-f sobre o controle da sede (De Castro e Silva 20416; Luz et al,
2009), entretanto, foram utilizadas injecbes naeieo ventriculo, o que ndo permite

identificar quais areas centrais estariam envalvigesta resposta.

Diante do envolvimento da ILBl em diversas manifestacdes viscerais e
comportamentais comuns em individuos doentes, ss@ci@acdo a manifestacdes clinicas de
alta prevaléncia como “sickness behavior’, depmssioencas autoimunes (Dantzer et al,
2008, Kelley et al, 2003)e a escassez de estudssrando o envolvimento de IL31na
regulacdode comportamentos regulados pelo SNC cbomeostasia hidrossalina, a
investigacdo dos mecanismos de acdo desta citeanareas centrais como o MnPO e o
SFO, que estdo relacionadas a regulacdo do apmitesodio, sdo de fundamental
importancia, sendo este o principal objetivo destado.
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IV. REVISAO DA LITERATURA

IV.1- Homeostasia do Sodio

O sdbdio é um dos principais e mais importantes tdtamges do liquido do
extracelular. Este ion € considerado um solutoivefetpois sua permanéncia no
compartimento extracelular promove gradiente degd® osmoética através das membranas
celulares conduzindo a agua do compartimento igluiker para o extracelular,
consequentemente, este ion é determinante paaeas@o dos compartimentos. (Verbalis,
2003; Daniels & Fluharty, 2004; McKinley & Johns@®04).

O sabdio é de fundamental importancia para a magéateda vida. Este ion, dentre
outros, é determinante da osmolalidade plasméticdoevolume do compartimento
extracelular (Verbalis, 2003; Bianchetti et al, 20@eruzzo, et al, 2010). Por circundar as
células, o sd6dio na matriz liguida deve ser estet#te regulado para assegurar o0
funcionamento oOtimo de inumeros processos fisioligyi aos quais estdo incluidos:
condutancia dos ions através das membranas cslutxi@tabilidade neural, equilibrio acido-
bésico, estabilidade da pressdo sanguinea e daofwagdiaca normal (Geerling & Loewy,
2008; Mohan & Campbell, 2009). A queda dos nivess sbdio tem como principais
consequéncias a diminuicdo do peso dos ossosralkesilos, diminuicdo da sintese protéica
e da expressao de RNA mensageiro (RNAm), alteragdesnetabolismo da glicose e
modificacdes na viscosidade sanguinea (Morris e2@D8), assim sendo, desordens na

homeostase do sodio trazem sérias consequéncias.

Todos os vertebrados mantétm a homeostasia hitinassprimariamente pela
regulacdo da ingestdo e excrecdo urinaria de agletrélitos. Quando a agua e o sédio em
quantidades fisiologicamente significantes séo idesj] ha a necessidade da realizacdo de
ajustes, a fim de manter estas variaveis dentro ataslicbes oOtimas de equilibrio
homeostéatico (Antunes-Rodrigues et al; 2004; KratisBakai, 2007). Diversas condi¢des
fisiologicas e patologicas geram desidratacdo dogpartimentos liquido intracelular (LIC) e
extracelular (LEC). Quando ocorre perda de aguasteessencialmente uma desidratacéo do
LIC, embora a perda de liquido hipoténico promoigovolemia nos dois compartimentos
(Johnson, 2007). A expansao do volume do LEC emtdlicionada a ingestdo de sddio, a
ingestdo de agua é adequada para o reestabeleggluroe do LEC em condicbes de

hipernatremia. A perda inicial do liquido hipotémiesulta em hipernatremia, uma vez que
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promove desidratacdo no LIC. Perda de liquido tbpé&o, no LEC, ndo é corrigida apenas
com a ingestdo de agua (Johnson, 2007; Geerling&wvl, 2008). Desvios ha homeostasia
dos liquidos corporais ativam sinais sensoriai®renbnais que por via neuronal conduz as
informacfes ao cérebro, alteracbes na homeostadiassalina sdo corrigidas através de
mudancgas autonémicas, endodcrinas e comportameaisnecanismos comportamentais
participam da ingestdo de agua e cloreto de sédiediadores autonémicos e hormonais
estabilizam a taxa de perda destas substancias meso(Johnson & Thunhorst, 1997; Morris

et al, 2008). O equilibrio dos liquidos corporaeséencial para a preservacao da vida.

V.2 - Apetite por Sédio e Sua Regulacéo

O apetite por sodio € um estado comportamentalvaddi e altamente conservado,
comum a muitas espécies de animais e relacionaglaa prganica deste ion (Fitzsimons,
1998). A ingestdo de sal por animais que nuncaaimecontato com solucdo salina é
evidéncia de que o comportamento ingestivo asso@adapetite por sal € inato, o animal
guando tem acesso ao sodio rapidamente o ingelmramste comportamento seja passivel
de modificagdo como resultado de experiénciasiangsr (Stellar, 1993; Daniels & Fluharty,
2004; Krause & Sakai, 2007). O apetite por sOdinp t®mMo caracteristica ingestdo seletiva
deste ion e a aceitacdo de solucdes hipertonicape@ite por sédio ndo é desencadeado
apenas por hiponatremia, para induzir apetite pdiosé necessario que a diminuicdo na
concentracdo de sodio do compartimento liquidcaegtular seja acompanhada por reducéo
do seu volume (De Luca Jr et al, 2010; Geerling &ewy, 2008). O estado dos
compartimentos liquidos corporais € informado acCSdtravés de variacdes nos niveis de
horménios como a aldosterona (ALDO) e angiotenBifall), variacbes na concentracdo de
sbdio plasmético e variacdes na pressao sanguAsealteracdes do LEC sé&o inicialmente
detectadas pelos receptores para sédio e/ou osmpioees localizados na cavidade
orofaringea, no trato gastrointestinal, no figadas proximidades do espaco porta e rins
(Antunes-Rodrigues, 2004; Bourque, 2008), baropieces carotideos e atriais que detectam
mudanc¢as no volume sanguineo, e os quimiorrecaplocalizados na lingua, fornecem os
estimulos aferentes excitatorios ao SNC (AntunedriBoes, 2004; Daniels & Fluharty,

2004). No SNC ocorre a integracao das respostatatégas.

18



O sistema gustatorio parece ter um papel criticonediacdo da ingestdo de sal. O
apetite por sédio € o Unico, dentre 0os comportamseirigestivos, que apresenta canais
sensoriais capazes de definir com precisao o gBdiniels & Fluharty, 2004). A informacao
do sabor salgado é percebida primeiramente pef@scapiteliais seletivos ao sodio (ENaC)
e tem origem na lingua e orofaringe onde € pereelpdlos nervos facial (VII),
glossofaringeo (IX) e vago (X) (Boughter Jr & Baamav, 2007). Estudos indicam que a
corda timpéanica, um ramo do nervo VIl que inen@ @4 lingua, regido que contém grande
namero de fibras sensiveis ao sodio, seja a pahogpa para a informacéo do sabor salgado
ao SNC (Boughter Jr & Bachmanov, 2007; Geerling &y, 2008). As informacdes
viscerais e as sensacdes gustatorias alcancamelraétravés destes pares de nervos, que se
projetam diretamente para o ndcleo do trato smitéNTS) e desta area para nucleo
parabraquial (PBN), do PBN varios axbnios partema pastruturas prosencefalicas que
participam dos mecanismos regulatérios do apetitespdio (Daniels & Fluharty, 2004;
Krause & Sakai, 2007).

O apetite por sddio e a sede sdo comportament@ss@ms para reestabelecimento
do LIC e LEC frente a desequilibrios na homeosthsieossalina, sdo modulados por alguns
neurotransmissores e/ou neuromoduladores no SNWéatrde receptores localizados nas
areas envolvidas na regulacdo destes comportamebiogrsos estudos mostram o
envolvimento das vias de neurotransmissdo centngliotensinérgica, serotoninérgica,
GABAérgica, histaminérgica, colinérgica e adrengagi no controle da homeostasia
hidrossalina (Saad et al 2006; Luz et al, 2006, €ual 2007; Henry & Mouginot, 2009;
Magrani et al, 2005; Kolaj et al, 2004), entretgmbaicos trabalhos mostram a participacao de
citocinas, dentre elas a interleucing8(IL-1p).

Dentre as principais areas centrais envolvidagmania terminal apresenta estruturas
sensoriais que detectam alteracdes quimicas namrligafalorraquidiano proximo aos
ventriculos. Os orgdos circunventriculares (CVO&) garacterizados por apresentarem
barreira hematoencéfalica diferenciada, isto se deg capilares fenestrados, que permitem a
passagem de substancias de elevado peso moleoufdasina para o parénquima cerebral
(Engelhardt, 2003) além de apresentarem receppaes renina e angiotensina. Os CVOs
incluem: area postrema (AP), o 6rgdo vasculosoadana terminal (OVLT) e o 6rgao
subfornical (SFO). O nucleo pré-optico mediano (@hFE uma estrutura importante na

regulacdo central do apetite por sodio e da pread@&dal, ndo integra os CVOs mas esta
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localizado entre o OVLT e SFO compondo a laminanitesl (Fitzsimons, 1998; Mckinley et
al, 2003). Estudos mostram que canais sensivessiaces do soédio (Maestdo presentes
nos CVOs e que apoés deplecéo de sodio, animaisKkot' para estes canais ingerem salina
hipertdnica em excesso (Watanabe et al, 2000; Mbda2006), enquanto animais selvagens
que receberam injecdes intracerebroventricularjide salina hipertdnica apresentam robusta
ingestdo de agua e animais “knockout” parg, Nao apresentaram este comportamento
(Hiyama et al, 2004). Animais hiponatremicos queeb&ramrenina i.c.v apresentam robusta
ingestdo de salina hipertdnica e elevada expredsdmFos nos 6rgdos circunventriculares
(Passos Jr et al, 2007).Aninais normonatrémicos rggeberam renina i.c.v apresentam
aumento significativo na ingestdo de agua, na ceaderial e elevada expressao de c-Fos e
Erg-1, marcadores da atividade neuronal, nos org&osnventriculares (Xu & Johnson,
1998).

A area postrema (AP), localizada sobre a superi@isal do bulbo e regido caudal do
quarto ventriculo, recebe seu suplemento sanguaga@rtérias cerebral inferior e posterior;
este arranjo vascular pode servir como uma ligagdaonal entre a AP e o NTS fornecendo
uma possivel rota de comunicacdo quimica (JohnsbaeSvy, 1993; Miller & Leslie, 1994).

A AP recebe estimulos aferentes do nervo vago endogos hipotalamicos paraventricular
(PVN) e dorsomedial (DMH) (Fitzsimons, 1998) e seagronios se projetam para o nucleo
do trato solitario (NTS) e o nucleo parabraquitdra (LPBN) (McKinley & Johnson, 2004;
Stricker & Hoffmann, 2006). Esta &rea circunventiac parece estar envolvida em varias
funcdes homeostaticas como o0 controle da ingestioagua e alimentos e funcéo
cardiovascular (Fitzsimons, 1998) e na percepcdmiga de toxinas emeéticas no sangue
(Miller & Leslie; 1994). Estudos com ratos mostrgae lesbes na AP promovem espontaneo
aumento da ingestdo de sal, contudo sua remocaé nética para vida (Fitzsimons, 1998;
Johnson, 2007; Johnson & Loewy, 1993).

O 6rgéo vasculoso da lamina terminal (OVLT) serefteatravés da parede dorsal e
ventral do terceiro ventriculo (3V), € altamentsotdarizado e como o SFO, banhado pelo
conteudo do 3V. Por métodos bioquimicos e imunobigimicos diversos neuropeptidios,
neurotransmissores e seus receptores foram dedseatadOVLT, como exemplo a dopanina,
a noradrenalina, a serotonina, a aceticolina aocixia, a All e o hormdnio anti-diurético
(ADH) (Johnson & Loewy, 1993 Mckinley et al 1999).OVLT integra o circuito primario

para a deteccdo de aumento na osmolaridade nosadomgntos liquidos corporais (Dijk et
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al, 2011). Células nesta regido sao sensiveis & Affio ativadas, por exemplo, durante a
hipovolemia, quando ocorre 0 aumento nas concdr@sagdeste peptideo (Mckinley et al
1992;Weisinger et al, 1996; Antunes-Rodrigues, 20Q¥% ativacdo desta area por All
circulante pode induzir sede, secrecao do ADH #&tag®or sodio (Fitzsimons, 1998; Johnson
& Thunhorst, 1997; Mckinley et al, 2003). No OVL@glulas gliais e neurdnios expressam
canal de sédio Naensiveis a aumentos na concentragdo deste ioE@ajue ocorre apos
privacdo hidrica prolongada ou apos ingestdo daashipertbnica (Watanabe et al, 2000;
2006; Noda et al, 2006). Lesdo no OVLT promove dingdo significante no apetite por
sédio em animais hiponatrémicos e diminuicdo de sed animais privados de agua (Johnson
& Gross, 1993). O OVLT faz conexdes com o SFO, dPMno nucleo supra-6ptico (SON),
PVN, leito da estria terminal (BST), area hipotat&anlateral (HLA), dentre outras areas
(McKinley et al, 2004). Por apresentar as carastiegis anatbmicas e moleculares citadas esta
area é importante na deteccdo primaria de variag@eesosmolaridade/natremia dos
compartimentos liquidos corporais e regulacao da sedo apetite por sédio.

O 6rgao subfornical (SFO) estéa localizado ao t&t@3d e, como 0s outros CVOs,
apresenta sensibilidade a All e ALDO periféricangemsas conexfes com outras areas
envolvidas na regulacéo central da homeostasiagsdlina como o MnPO e OVLT (Johnson
& Loewy, 1993). Células glias do SFO, como de auénigeas da lamina terminal, apresentam
0 canal seletivo de sddio Nasensivel a aumentos na concentracdo extracelakie ion
(Watanabeet al, 2000; Grob et al, 2004). Tanto arsirsubmetidos a privacao hidrica quanto
animais que receberam i.c.v salina de hipertbnprase&ntam ativacao dos canais de sodio
Na, (Watanabe et al, 2000), técnicas de biologia nubdecidentificaram o SFO como
importante area no controle da ingestdo de soOdide @s canais Naestdo envolvidos na
percepcdo do aumento das concentracdes plasmdéstes ion (Hiyama et al, 2004). Leséo
no SFO ou injecdo com losartan, antagonista dosptees AT, promove reducdo da
ingestdo de agua em animais hipovolémicos, (Fitmsgn 1998; McKinley et al, 1999),
estudos mostram que a All circulante ao se ligss AO0; induz a ingestdo de agua
(Fitzsimons, 1998; McKinley et al, 1999). Injecé@e All no ventriculo lateral, em animais
tratados com polietilenoglicol (PEG) promove aurnemd ingestdo de agua e expressao de c-
Fos no SFO, MnPO e PVN e o pré-tratamento comdeg@eriféricas de losartan, inibe a
ingestdo de agua e a expressao de c-Fos nestassaedo a inibicdo da expressédo de c-Fos
no SFO mais significativa(Crews & Rowland, 2009Etm animais depletados de sodio a
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injecdo periférica de losartan inibe o apetite padio e a expressdo de c-Fos no MnPO e
SFO, sendo a inibicdo mais significativa no SFGe&r& Rowland, 2005). O SFO, OVLT e
o MnPO integram a lamina terminal, estas areassaptam conexdes reciprocas sendo

estruturas importantecircuito primariona detecgédekvios da homeostase hidrossalina.

O ndcleo pré-optico mediano (MnPO), localizado @aagb da parede rostral do 3V,
entre o OVLT e o SFO (McKinley & Johnson, 2004)remgnta conexdes comareas que
integram a rede de controle central do equilibiivdssalino e funcdo cardiovascular como o
PVN, SON, LPB, HLA (Johnson & Loewy, 1993). A regi@entral do MnPO junto com o
OVLT integram a regido anteroventral do terceiratrieulo (AV3V) (Johnson & Thunhorst,
1997), sinalizacdes de neurdnios do SFO e do O¥LGS sinais sensoriais de estruturas
romboencefalicas parecem que sdo integrados no MiRKinley & Johnson, 2004).
Animais que receberam microinjecdo no MnPO de aitidt&nico, neurotoxina que danifica
0s corpos celulares, mas preserva as fibras nesroleapassagem, e sdo submetidos a
deplecdo de sodio por injecbes com furosemida epi@® reducdo da ingestdo salina
hipertonica (Lucca Jr & Francis, 2004). LesGes doadas no OVLT e SFO, mas com o
MnPOQOintacto, induz diminuicdo na ingestdo de ligajdmas preservam o comportamento,

sugerindo a participacao de outras estruturasaiemo comportamento (McKinley, 1999).

Estudos com técnicas de eletrofisiologia confirmepresenca de populacéo neuronal
sensivel a flutuagcdes da natremia através dosscaeasodio Napresentes nestas células
(Watanabe et al, 2000, Grob et al, 2004). AninZmbl S, sensiveis ao sédio, submetidos a
dieta rica deste ion, apresentam aumento na efpraks proteina Fra-LI, marcadora da
atividade neuronal tardia, no MnPO e apresentatevagio da presséao arterial (Budzikowski
et al, 1998). Estudos sugerem a presenca do trdadpo K'/CI" em neurénios do MnPO,
segundo estes estudos, o transportaddClkem papel importante na neurotransmissio
inibitéria mediada por GABA (4cido gama- aminohiaty e na ativacdo de componentes
opioides em resposta a variacbes da osmolaridad# (& Mouginot, 2005; Henry et al,
2008). Animais depletados de sédio que receberaanoijgcées no MnPO de losartan,
apresentam diminuicdo na ingestdo de salina higeadquando comparados a animais
depletados de sédio que receberam microinjecdeslldeu salina isoténica (Lucca Jr &
Francis, 2004). Este resultado parece indicar gk @0 MnPO estimula a ingestao de sédio
e que este area participa do circuito neural déralendo apetite por s6dio modulado por All

(Lucca Jr & Francis, 2004). O MnPO também particdpa mecanismos de controle pressao
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sanguinea, e muitos estudos mostram a modulacdalppara a regulacdo cardiovascular
(Tanaka et al, 1992; Budzikowski & Leenen, 200w & Rowland, 2005).

Outra estrutura envolvida € o leito da estria teain{BST). Estudos mostram que esta
area apresenta elevada expressao de c-Fos emtaegpoecao intravenosa de All, é ativada
por neurdnios sensiveis a All como o SFO, OVLT, réeios noradrenérgicos e recebe
projecdes de neurdnios sensiveis a aldosteronaZHE®NTS (Fitzsimons, 1998; Geerling
& Loewy, 2008; Greeling et al., 2006). O nucleownbens (NAc), area envolvida com os
mecanismos de motivacao e recompensa, pareceeastdvido na rede neural de controle da
homeostasia hidrossalina. Animais depletados de simesentam elevada expressao de c-
Fos no NAc apds ingestdo de salina hipertonica i(Mes & Bernstein, 2006). Em outro
estudo, depois derepetidas deple¢cbes, animaisngaeiram salina hipertdnica apresentam
aumento da expressao de c-Fos no NAc(Na et al,)2Q@7circuitos neurais que detectam a
necessidade de sédio e dirige o apetite por estedmpartiham componentes com circuitos
associados com a recompensa e motivacdo (Jonhs@Grnogs, 1993; Daniels & Fluharty,
2004). O apetite por sédio € um comportamento cuae ser definido como de busca e
recompensa, assim, a informacdo do sabor salgattanémitida a circuitos cerebrais
envolvidos com comportamentos motivacionais (Kraluskakai, 2007). Ha sugestdes de que
a hiponatremia persistente pode induzir caracieast associadas ao comportamento
depressivo, como induzir a plasticidade neuronal &eas cerebrais envolvidas com a
motivagao, recompensa e sensibilizagdo as drogas omucleo accumbéns (NAc) (Geerling
& Loewy, 2008). Dados da literatura mostram quagestdo de sal pode ser aumentada por
estimulacao elétrica ou diminuida por lesGes eraralo os nicleos da amigdala e que estes
nacleos tém importante papel no apetite por sdalazido por All (Fitzsimons, 1998), além
disto, esta area apresenta neurbnios HSD2, altarsensiveis a aldosterona (Geerling et al.,
2006). Estudos do laboratorio de NeurociénciaS{UFBA) mostram a participacdo dos
receptores serotoninérgicos nos nucleos central ediain da amigdala (CeA e MeA,
respectivamente). Animais hiponatrémicos que raeaemicroinjecbes na CeA we
clorofenilbiguanida ni-CPBG), agonista dos receptores serotoninérgiodipd 3 (5-
HT3), apresentam forte inibicdo da ingestao de sdlipartdnica, enquanto o pré-tratamento
com ondasetrona, antagonista do receptor 5-FWerte o efeito antinatriorexigénico do m-
CPBG. Em outro estudo, microinjecdes de m-CPBG e&plomove significativa inibicdo
do apetite por sédio e o pré-tratamento com oganiata ondasetrona reverte o efeito
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anitinatriorexigénico(Luz et al, 2006, 2007). Estajunto de dados corrobora a participacao
de estruturas relacionadas a fatores emocionaisaa@gulacéo do apetite por sal.

I\VV.3-Protocolos Experimentais para Inducéo do Apete por Sédio

Os métodos experimentais para induzir o apetitespdio levam horas ou dias para
produzir um estado fisiol6gico e neural associaésta comportamento. A ingestdo de sddio
é dirigida pela deficiéncia organica deste ion ((Bep& Loewy, 2008).

Estudos pioneiros para o entendimento do apetitadutio, realizados por Richter na
primeira metade do século XX, utilizaram a adrestal@ia. Em estudo recente, ratos
adrenalectomizados apresentam robusta ingestaolulgiis salina 0,03M, cerca de 15 ml,
antes da remocao das adrenais a ingestdo de bagler@dnica variou entre 0 e 3ml, neste
estudo, quando estes animais sdo submetidos &gwivke salina hipertdnica por 12 horas,
ingerem grande quantidade de salina hipertbnickdBgki et al, 2007). Outro método
bastante utilizado € a injecdo de All. Diversodathos mostram que injecao i.c.v de All
estimula a ingestdo de agua e sal. Todos os comgsndo sistema renina-angiotensina sao
sintetizados no cérebro, e os receptoreg ditribuidos em regides cerebrais importantes no
balanco hidrossalino e regulacdo cardiovasculaK{Mey et al, 2003).

All e mineralocorticéides podem agir simultaneareentt indugdo do apetite por
sodio. Estudos tém mostrado que o tratamento cdost@rona promove um aumento numero
de receptores AT (Geerling& Loewy, 2008), outros mostram que ing@eriféricas do
mineralocorticéide sintéticoacetatie deoxicorticosteroifBOCA) aumenta a ingestao de
salina hipertonica induzida por All (Thornton et2007). Animais tratados com baixas doses
de mineralocorticéides e de All promovem robustetiég por sédio (Daniels & Fluharty,
2004 Morris et al, 2008), estes estudos corroboramhipotese de que All e
mineralocorticoides podem agir sinergicamente. Bégua hipotese da sinergia a acédo
conjunta destes hormoénios dirige robusta ingesésalucédo salina hipertonica(Geerling&
Loewy, 2008),

A furosemida é um potente diurético de alca qualymonatriurese minutos apos a
administracéo e tem inicio rapido de acédo e cwrtagdo. A furosemida bloqueia o sistema

co-transportador de NaCl, K*, localizado na membrana celular luminal do ranu@agdente
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da alca de Henle, resultando em excrecdo de agletrélitos em consequéncia disto ha
reducdo de volume liquido corporal e dos niveis@gio, 0 queestimula o sistema renina-
angiotensina-aldosterona. All e ALDO séo os priadpndutores do apetite por sédio. Para
induzir o apetite por sodio o uso da furosemidasbeiado a dieta pobre deste ion, assim, a
possibilidade do animal reestabelecer os nivediges de sddio pela alimentacdo é anulada
0 que potencializa a hiponatremia promovida pstoda furosemida. No presente estudo, foi
esta a metodologia utilizadapara induzir o apgiite sddio, por ser notoriamente conhecida
pela eficiéncia em induzir este comportamento eawdioprometer o bem estar do animal. A
dose de furosemida utilizadafoi vista em diverssisd@os, bem como, em estudorealizado no
laboratério de Neurociéncias, onde a dose utiliZad&ficiente em promover deplecdo de
soédio e hiponatremia (Castro, L et al, 2003).A adstiacdo da furosemida em associacao
com o captopril, inibidor da enzima conversora dgi@ensina (ECA) consiste em outro o
protocolo utilizado, o FURO/CAP. Este protocolobmia formacdo de All periférica por
inibir a sintese de ECA, contudo, induz a rapidgeatdo de sodio, pois promove, em pouco
tempo, a sintese de All central, induzindo o apeqtidbr sédio; a principal vantagem deste
protocolo é o curto periodo de tempo para induzaomportamento (Pereira, DTB et al,
2010).

Outro protocolo utilizado para induzir o apetite godio € a restricdo hidrica. Este
modelo € compativel com a desidratacdo do LEC enifeera realizacdo das sessodes
experimentais do apetite por sédio apdés o0 animaaisa sede, assim, a ingestdao de salina
hiperténica durante este periodo de tempo ndo fummdida com a resposta para a sede.A
principal vantagem deste protocolo é a separac&ocdmportamentos sede e apetite por
sbdio e a identificacdo do estado cerebral assm@adapetite por sddio.(Vendramini et al,

2009,De Luca Jr et al, 2010).

IV.4- Interleucina-1: caracteristicas biolégicas

Os peptideos da familia IL-1 apresenta onze menmdbeodgificados e suas fun¢des nao
estdo restritas apenas a resposta inflamatoérigk{igagt al, 1999; Dinarello, 2011a). O termo
IL-1 é utilizado para descrever as duas formasastiva interleucinael (IL-1a) e a
interleucina-Pp (IL-1B), e apesar da proximidade evolutiva, sdo codisagor dois genes
distintos (Dinarello, 1996). Diversos tipos celekisintetizam IL-1, dentre estesse destacam,
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na periferia, macrofagos, monacitos e fibroblaseoap SNC,neurdnios, astrocitos e células
gliais. A IL-1é sintetizada como proteinas prectasa@om peso molecular de 31KD (pro-IL-
1), sendo necessaria clivagem por proteases espscffara se transformar em proteinas
maduras de 17KD (Watkins et al, 1999; Carruth e1890; Dinarello, 1996). A pro-IL¢lé
clivada pela calpaina e a pro- II3-£ clivada pela caspase-1 (Carruth et al, 1990, dtadl,
1996; Dinarello, 2011a).

A IL-1a e a IL-B apresentam fungdes biologicas similares e as exestravés do
receptor de membrana IL-1R, este se associa aimaodeessoria do receptor (IL-1-RAcP)
formando um complexo essencial a transducéo desgi@adNeill & Dower, 2001; Allan et al,
2005), outro receptor foi identificado, o IL-1RZntudo, ndo apresentam mecanismos de
sinalizacdo intracelular pois falta o dominio ciggmatico, o0 que o categoriza como um
receptor “decoy” (Watkins et al 1999; Allan et &005; Akhabir & Sandford, 2010;
Dinarello, 2011b). Os receptores da familia ILeitpncem a superfamilia “Toll-like” e sédo
importantes para desencadear varias respostas ligioas como ativacdo do fator de
transcricdo nuclear kB (NF- kB) quanto proteinasses ativadas por mitégenos relacionados
ao estresse (MAPKs) (Allan et al, 2005), além diséo essenciais na ativacdo da resposta
imune inata pelo reconhecimento de agentes invas(fakeda & Akira, 2004). O
antagonistas do receptor IL-1R incluem a Unicaoisné secretada (sIL-1RA), e outras trés
isoformas intracelular, iclL-1RAL, iclL-1RAZ2,icILRA3. Evidéncias apontam que slIL-1RA
como antagonista competitivo do receptor IL-1R (&re% Guthridge, 2000; Malyak et
al,1998). A manutencao do equilibrio entre IL-1lle-ERA é importante na prevencao do
desenvolvimento ou progressdo de doencas inflaraatfirikura et al, 2002; Sgroi et al,
2010; Dinarello, 2011b).

A interleucina-1 (IL-1) tem papel fundamental nosel®volvimento de respostas
patofisioldgicas a infeccdo e a inflamacéo (Dirfarel996). E produzida em resposta a
diversos estimulos inflamatorios e infecciososrgglcom outras citocinas pro-inflamatorias
participa das respostas aos eventos imunes agudo®neos (Netea et al, 2010). A
estimulacdo e a liberacdo das citocinas pro- irdtAnas € essencial para resposta imune
inata e a subsequentemente resposta imune adaf@inarello, 1996). A IL-1 n&o participa
apenas dos eventos que antecipam a inflamacéooatmle destas respostas, esta citocina
estimula a sintese de prostaglandinas por muitoss tide células, e algumas acodes

metabolicas, fisiolégicas e hematopoiéticas contam a participacdo da IL-1 (Dinarello,
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2011b). A IL-B é a forma mais sintetizada, embora encontradaieaisrbaixos no plasma,
sua sintese é aumentada durante processos inflameg®othwell, 2003).

I\VV.5- Interleucina-1p e o Sistema Nervoso Central

Por muitos anos o cérebro foi considerado um ong@mologicamente privilegiado
devido auséncia de resposta imune classica a aofigxogenos (Lotan & Schwartz, 1994),
contudo, a vigilancia imunologica do SNC ocorre,bera de forma diferente da que se
processa na periferia (Allan et al, 2005). As ostps imunoldgicas detectadas nesta area
compartilham sinais moleculares e receptores coranassistemas imunoldgico e nervoso,
além disto, células como astrocitos e microgliatesimam, liberam e respondem aos
mediadores classicos da resposta imune como asneisp eicosanodides, proteinas de fase
aguda e complemento (Licinio & Wong, 1997; MatyszaR98; Galea et al, 2006). Os
membros da familia IL-1 estdo presentes no céretorbaixas ou indetectaveis concentracdes
(Allan et al, 2005). Algumas atividades fisioldgcaormais parecem ser acompanhadas pela
expressao de citocinas e apos estimulos espeadlicesrgimento de doencas, os niveisdestas
citocinas podem ser aumentados rapidamente (Vitketval, 2000). Citocinas produzidas por
neurbnios e células gliais podem participar de ienas e complexas respostas autonémicas,
neuroenddcrinas e comportamentais a infeccdo amaffao (Licinio & Wong, 1997). A IL-
1pode modular diversas funcées homeostaticas data® pelo SNC e, acessar este sistema
por trés possiveis rotas: via nervos periféricas segundos mensageiros ativados por células
endoteliais centrais, acessar diretamente o par@aqeerebral desde que haja quebra
temporaria da barreira hematoencefélica, semeltzmtgie ocorre em processos infecciosos,
ou acessar areas fora desta barreira (Licinio & §yd®97; Allan & Rothwell, 2003). No
SNC a IL-B atua na sinalizacao intracelular na infecgcéo &oléscidual, sendo desta forma
importante na comunicacgdo entre 0 SNC e imune (W&t al, 1999). O receptor IL-1R foi
encontrado em diferentes regides do SNC sendo ahtencho hipocampo e em areas
hipotalamicas (Rothwell & Hopkins, 1995; Diana &t 2099). Apos injecdes periférica e
central de LPS se observa expressédo de IL-1 emasv@artes do cérebro como o cortex,
cerebelo e hipocampo (Quan et al, 1993).

Estudos farmacologicos e eletrofisiolégicos tém tnao® a participacdo da ILlem

vérias funcbes neuroendocrinas, como ativacdo ®o kipotalamo-hipofise adrenal em
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resposta ao estresse (Gadek-Michalska et al, 20Ml)liberacdo e ativagdo de alguns
neurotransmissores como a serotonina, dopaminaagnenalina (Shintanni et al, 1993) e
neuromoduladores como o6xido nitrico (Monroy et 2001) e alteraracdo do estado de
excitabilidade neuronal (Pinteaux et al, 2008).uElss mostram a ativacdo do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal pela I13-1Animais submetidos ao estresse de contengdo por
trés dias consecutivos apresentaram niveis plasmsdiumentados de I3,1 hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH) e corticosterona e alga expressédo de Il3Ino coértex pre-
frontal, hipotdlamo e hipocampo (Gadek-Michalskalet2011). Apos injecdes periférica e
central (i.c.v) de IL-f h4 aumento nos niveis do horménio liberador ddcodrofina (CRH)

e ACTH, contudo em animais que receberam injec@es de IL-B este aumento € mais
significativo (Van der Meer et al, 1996). Animai@onsubmetidos a remocao da AP, que
receberam injecdo periférica Il3,1 apresentam niveis aumentados de ACTH e CRH e
aumento na expressao de c-Fos no NTS, PVN, CeATe @guanto animais submetidos a
remocédo da AP, apresentam niveis discretos dest@hms e diminuicdo da expressao de c-
Fos no NTS. Segundo este estudo, a AP e o0 NTS&as importantes na sinalizacéo da IL-1

periférica e ativacdo do eixo hipotalamo-hipofiskeeaal por esta citocina (Lee et al, 1998).

Dados da literatura mostram a¢des dafilsdbre a liberagcdo de monoaminas centrais;
a administracdo de ILB1no hipotdlamo anterior induz a liberacdo de sainty dopamina e
noradrenalina e seus respectivos metabdlitos. estielo, cortes do hipotdlamo tratados com
IL-1pB in vitroapresentam liberacdo destas monoaminas de maonsgaddpendente (Shintani
et al, 1993). A administracdo periférica de LPSeelld1p induz aumento na concentracao
extracelular de serotonina e de seu metabdlitoipatdlamo (Linthorst et al, 1995) e parece
que a IL-B € importante na regulagdo do transportador d#msena (Ramamoorthy et al,
1995). Injecdes de ILfLno cortex pré-frontal promoveu aumento da sintieseoradrenalina
e glutamato e o pré-tratamento com o antagonistaRIA ndo modificou os niveis de
noradrenalina (Kamikawa et al, 1998). IL-1 poderalt o estado de excitabilidade neuronal
por estimular a despolarizacéo celular via recegtd-metil-D-aspartato(NMDA) ou inibir a
atividade neuronal através da diminuicédo da lidade glutamato, diminuicdo da expressao
de receptoresalfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoXdgampionico(AMPA) e canais de calcio
resultando em diminuicdo na transmissao sinapBaatgaux et al, 2008), microinjecdes de

IL-1p induzem acentuada despolarizacdo no SFO (Dess@rguson, 2003).
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IV.6- Interleucina-1p e ingestdo de alimentos e agua

A supresséo da ingestao de alimentos € comum ena&niloentes. A participacdo da
IL-1B na anorexia é observada durante respostas inflamatguda e crénica (Gautron &
Layé, 2010). Estudos sugerem o envolvimento dapllrd mediacdo de varias alteracdes
metabdlicas e nutricionais durante a infec¢cdo (bang & Hrupka, 1999). A administracdo
periférica de IL-B ou de estimulantes da liberagdo de citocinas, clipopolissacarideos
(LPS), reduz a ingestéo e a busca de alimentos &Ml et al, 1985; Johnson, RW, 1998).
Outro estudo mostra que a injecao periférica défliceduz a ingestdo de alimentos e sugere
gue este efeito anorexigénico é mediado por priastdipas (Hellerstein et al,1989). A
presenca de patdgenos induz a sintese dep Ipek leucocitos e por consequéncia ha
reducdoda busca e a ingestdo voluntaria de alimgRarnet et al, 2002).Outro mediador
envolvido na resposta anorexigénica € a colecistaxi(CCK). A administracdo intravenosa
de CCK aumenta a ativagéo das vias aferentes @o mago, esta resposta foi potencializada
apos injecdo intravenosa de IR-(Bucinskaite etal, 1997), em outro estudo, o pataimento
com antagonista do receptor CCK tipo A (G{KL-364-718 (devaizepida) diminui a
atividade aferente vagal gastrica induzida por fLdurosawa et al, 1997). Estes resultados
sugerem que as acgdes da [L<obre o comportamento alimentar podem ser mediaoias
CCK.

A ativacao de fibras neurais por citocinas sinéetés na periferia ndo é crucial para o
efeito anorexigénico observado durante a ativagdosidtema imune, entretanto 15-1
circulante pode agir diretamente sobre o cérebra gintese de citocinas no cérebro pode
contribuir fortemente para o efeito anorexigénicwadte a estimulacdo do sistema imune
(Langhans & Hrupka, 1999). Estudos mostram efemorexigénico e antidipsogénico
promovido por microinjecdes de IB3lem areas do SNC. Microinjecdes de R+ia regido
ventromedial do globo palido ou no nlcleo accumigensatos privados de alimentos ou agua
por 24 horas inibe a ingestdo de alimentos e agaeadi et al, 2005; Takacs et al, 2010).
Microinjecbes de IL-f, no hipotalamo ventromedial (VMH) inibe a ingestagua e
alimentos e este efeito antidipsogénico e anoreidgéé acompanhado de perda de peso
(Kent, et al, 1993).

Dados da literatura evidenciam o efeito antidipsageda IL- em nivel periférico e

central. A administracao periférica de IR-fiesultou em supressao da ingestao de alimentos,
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de agua e diminuicdo da excrecdo de sodio e potassis ndo alterou o volume urinario,
além disto, a excrecdo de sodio induzida pelaflifel abolida em animais renal desnervado
(Kannan et al, 1996). A administracdo periféricdld&p, em animais que receberam injecéo
intraperitoneal de salina hiperténica inibe a ingesle agua (Osaka et al, 1992), em outro
estudo, uma cepa de camundongos polidipsicos rsgmnmde a IL-f tanto a nivel central
quanto em nivel da resposta imune (Okada et al9)198jecdes i.c.v de ILfl inibe a
ingestdo de agua e o pré-tratamento com o antagomislRA bloqueia o efeito
antidipsogénico induzido pela I31(Plata-Salaman & French-Mullen, 1992). Estudos do
laboratorio de Neurociéncias mostram que injecdess ide IL-BB promovem efeito
antinatriorexigénico e antidipsogénico, em anintEpletados de sodio e submetidos a trés
protocolos indutores de sede: privacdo hidrica,erbgmolaridade e hipovolomia,
respectivamente, e sugerem que estes efeitos pargepender de opioides centrais (De
Castro e Silva et al, 2006; Luz et al, 2009), ¢addo possivel participacdo da IR-ha
regulacdo da ingestdo de agua pelo SNC.A investigdo papel inibitério da ILfLsobre a
ingestdo de alimentos e agua é importante espesignfrente a processos inflamatorios
onde esta citocina € naturalmente liberada. Asesmd® diante dos notérios efeitos da -1
sobre diversas ag0es controladas pelo SNC, suaias®o a doencas de alta frequéncia e a
escassez de estudos mostrando a participacao Ha nb-regulagéo central do apetite por
sédio, especialmente em areas especificas comoROMno SFO,0 presente estudo € de
fundamental importancia, pois fornece valiosa dbuitdo do envolvimentodesta citocina

sobre ahomeostasia hidrossalina.
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V. OBJETIVO E HIPOTESES

OBJETIVO

Investigar o efeito de microinjecdes de Ig-10 MNPO e no SFO sobre o apetite por sédio

em animais submetidos a deplecéo deste ion.

HIPOTESES

« Hipotese nula (Ho): IL-1p em areas como nucleo pré-6ptico mediano (MnPO) e
orgdo subfornical (SFORao esta envolvidana regulagdo central por apetite por

sodio.

« Hipotese teste (H): A IL-1p esta envolvidana regulacao central do apetite por sodio.
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VI. MATERIAIS E METODOS

VI.1- Animais

No presente estudo, foram utilizados ratos Wistam peso entre 250 a 270 gramas,
provenientes do Biotério Setorial do Laboratérid\siirociéncias, do Instituto de Ciéncias da
Saude, da Universidade Federal da Bahia. Os anifoaésn mantidos em sala com
temperatura de 22 + 2 °C e luz controlada com gderite claro/escuro de 12 horas (luz das
07h as 19h) com racao (Nuvital Nutrientes Ltda.ritiba, Brasil), agua destilada e salina
hipertonica (1,5%)ad libitum.O numero de animais utilizados nos experimentos foi
previamente calculado e os protocolos experimeett&# de acordo com as recomendagdes
da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais dmizaorio (SBCAL) e foram submetidos
a Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/ICS-RFBara apreciacdo e subsequente

autorizacao.

VI.2- Cirurgia estereotaxica

Para realizacdo da cirurgia estereotaxica os asirftaem anestesiados, por via
intraperitoneal (i.p.), com cetamina - xilazina-{B@g/kg). A seguir, foram tricotomizados e
colocados no aparelho estereotaxico para implamteddula guia no MnPO ou SFO. Para
canulacdo do MnPO utilizou-se canula de 14 mm,isdguas coordenadas estereotaxicas:
anteroposterior -0,26 mm posterior ao bregma,dat®&0 mm e vertical -5,8 mm a partir da
calota craniana. Para canulagdo do SFO utilizocAsela de 13 mm, com anteroposterior -
0,9 mm, lateral 0,0 e, vertical - 4,8 mm. (WatedPaxinos, 1998).

As canulas utilizadas na cirurgia central foram feocionadas com agulhas
hipodérmicas de aco inoxidavel, com diametro dendn?, fixadas no cranio com acrilico
dentario auto-polimerizante. ApoOs este procedimeat canula foi ocluida com mandril
removivel confeccionado com fio de aco inoxidaadim de prevenir a obstrucdo da mesma.
Ao final da cirurgia os animais receberam dosefilgticas de pentabidtico veterinario Fort-
Dogde (Benzilpenicilina benzatina; Benzilpenicilipgrocaina; Benzilpenicilina potassica;
Diidroestreptomicina base; Estreptomicina baseyjose de 0,2 ml/Kg, e anti-inflamatorio e
analgésicoflunixina meglumina e na dose de 0,100f1ambos por via intramuscular (i.m.).

Ao acordarem da cirurgia, os animais foram alojaglmscaixas plasticas individuais, onde
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foram manipulados diariamente durante o periodoretgiperacdo cirdrgica, em uma
simulacdo das condicbes experimentais aos quai® sarbmetidos, a fim de reduzir o
estresse. As caixas, os mandris, 0os bebedouragudedestilada e salina hipertonica (1,5%)

foram trocados diariamente. No quinto dia forantizadas as sessfes experimentais.

VI1.3- Drogas e microinjecoes

Foram utilizadas as seguintes drogas: Interleutfin@hlL-1B, recombinante humana
— derivada de Escherichia coli) nas doses 0,4¢ @, ® ng/rato, furosemida (Lasix), na dose
de 20mg/rato e solucdo fisiologica isotbnica (N&%) como veiculo. As microinjecdes
centrais foram efetuadas através de uma serind@ gé (Hamilton, Co. Inc. Whittier, C.A.)
conectada a uma agulha odontolégica n°® 30G commgvmPO) ou 14 mm (SFO), atraves
de um tubo de polietileno (PE10). O volume totajetado foi de 0,2 pl durante

aproximadamente sessenta segundos.

VI.4- Histologia

AplOs as sessdes experimentais 0s animais foranteame®s e submetidos a
eutanasiapor perfuséo transcardiaca com solugaa §69% seguida por formol 10%, apos o
procedimento, os cérebros foram removidos e meagolh em solucdo salina 0,9% e
refrigerados, 24 horas depois, transferidos pahac&o de formol glicosado a 30%, onde
ficaram estocados e refrigerados por 48 horas. Aptis periodo os cérebros foram cortados
por técnica de congelamento no criostato, organzaedm laminas com gel e entdo
conduzidos para secagem na estufa. Apds secagel@dmass foram coradas com cresil
violeta para verificagdo do posicionamento das le@ndpenas os dados referentes aos ratos
cuja canula estava no MnPO ou SFO foram utilizados.
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VI. 5-PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
VI. 5.1-Deplecéao de sédio

Quatro dias apos a cirurgia os animais foram stidosea deplecdo de sodio, para
isto, receberam injecdo subcutanea (s.c) de fuidse(80 mg/Kg) ou salina 0,9 % (grupo
normonatrémico). A diurese foi monitorada por obaedo e as caixas trocadas
constantemente. Ao final da diurese promovida peldsemida, os animais foram
transferidos para uma caixa com maravalha e mantdm alimento hipossodico (0,001%
Na" e 0,33%K™) e agua destilada por 24 horas. No dia seguinteefdizada a sessio
experimental, onde os animais receberam microipgd@ IL-B no MnPO ou SFO nas doses
de 0,4, 0,8 e 1,6 ng/ratoe salina isotbnica egf®APb6) para os grupos controles depletados e
normonatrémicos. Apds 15 minutos da injecdo osdmires graduados com agua destilada e
com solucao salina hipertonica (1,5%) foram of@lexiaos animais. O monitoramento da
ingestdo de &gua destilada e de solucdo salinaitésie 5 minutos apds a oferta dos
bebedouros e continuoupor duas horas, até o fired sdessdes experimentais. O
monitoramento da ingestdo de agua destilada easdlipertbnica ocorreu nos tempos
determinadosno protocolo experimental. Todos oemxentos foram realizados entre 7h e
11h e os animais nado tiveram acesso a racdo dueastgeperiodo.Para realizacdo deste
protocolo experimental, o grupo de animais quelregemplante de canula no MnPO ou SFO
foi submetido a 3 experimentos. Em cada experimengpupo de ratos foi divido em 2
grupos e cada grupo recebeu uma das 3 doses ¢eodllLdalina estéril no MnPO ou SFO. Ao
final dos trés experimentos, todos os animais maviecebido os 3 tratamentddm grupo
normonatrémico, isto €, sem deplecédo de sodiobeecmicroinjecdes de salina estéril no MnPO
e SFO. ApOs a realizacao destassessdes expelisnémtam realizados testes para comprovar a

viabilidade da droga e a especificidade dos redostabtidos.

VI. 5.2-Teste de sobremesa

Consistiu em oferecer solucéo sacarina 0,1% aosa@e verificar se a microinjecao
de IL-1B alteraria a preferéncia dos animais em ingerir solacéo palatavel. Este protocolo
esta bem estabelecido na literatura e ilustra umpootamento heddnico em ratos (Johnson
&Schwob, 1975). Durante o periodo de habituacdanisais foram transferidos para uma

caixa forrada com papel branco (caixa teste) aujgdo era sinalizar a oferta de um novo
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bebedouro. Esta habituacdo foi realizada por dwsashdurante 5 di, neste periodo,os
animais recebiardois bebedouros: o de 4gua ada e o de solucdo sacarina 0,1%. Ao i
deste periodo de testes animais foram transfdos para suas caixas originecontendo
apenas o bebedouro de agua filtrada e racao. Méogdia os animais foram privadosagua
por 24 h e passadste perido, receberam microinjecdo,MnPO ou SFOde IL-18, na dose
de 1,6 ng/rato owsalina isotdnica esteéril. Apds as microinjecdesmisais foram colocadc
nas caixas testes e apd6s 15 mir, receberam bebedouros de agua filtrada e de sc
sacarina 0,1%0 registro dos volumes ingeridos foi iniciado thutos apds a oferta d

bebedouros e mantido por 120 minutos até o téi da sessao experiment
VI. 5.3- Testedo campo abertc

Para observar o efeito de microinje¢oes ¢-1p no MnPO ou SFO sobre tividade
locomotora dos animadepletados de sé¢, realizouse o teste do campo aberto. Para
teste foi utilizada uma caixa circular com fundoadeilico, de 60 cm de diametro e 60 cir
altura, com uma abertura superior, e base divididaoito aras de mesmo tamanho (42
cm). 24 horas apés a deplecdo os animais recebmaraminjecac de IL-18 na dose de 1,6
ng/ratg grupo experiment, e de solucdo salina estéril, grupo coletrApos 45 minutos da
microinjecdo, os ratos foram colocados no ct¢ da caixa e tiveram o deslocame
guantificado a medida que colocavam as quatro phaso dos limites de cada area. [

teste teve duracao de 15 minu

60cm

50ctn

Desenho esquematico da caixa utilizada para o testeampo aberto:areas percorridas s ratos
numeradasde 1 a 8
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VI. 5.4- Registro da temperatura corporal

Para testar a viabilidade da droga e mensurarete®fla administragao central da IL-
1B no MnPO e no SFO sobre a temperatura corporal,semda com termdémetro, foi inserida
6-7 cm no célon e presa na base da cauda do raternidmetro (Minipa Thermometer,
Modelo: MT — 520) foi conectado a um dispositivagithl que registra e exibe as
temperaturas continuamente. 30 minutos antes dasimecdes de IL{1 ou solucdo salina,

a sonda com termémetro foi introduzida e apds Tutos, a temperatura basal foi registrada,
em seguida,o grupo experimental recebeu microiojelg IL-13 na dose de 1,6 ng/rato,
enquanto o grupo controle recebeu microinjecaoatiecdo salina isotbnica. O registro da

temperatura se deu 15 minutos apds as microinjezéestinuou por 2 horas.

VI. 5.5- DESENHOS EXPERIMENTAIS

Protocolo Experimental 01— Efeito de microinjecbes de 1131(1,6, 0,8 e 0,4 ng/rato) no
MnPO ou SFO sobre a ingestédo de solucéo salinatdmiea (1,5%) e de agua destilada em
ratos depletados de sodio.

: deplecio hebedouros | eutanasia
- 5 dias 24k -15min Omin 5, 120 min
| I I | registro da ingestio l
f f
implante da cinula microinjecies de [L-1[
(NMInPO ou SFO) ou salina 0,9%
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ProtocoloExperimental 02— teste de sobremesa: ingestdo de solucdo pdldgwsacarina
(0,1%) e agua filtrada em ratos privados de agu24{doras apds microinjecdo de IBIL,6
ng/0,2 pul) no MnPO ou SFO.

| privacio hadrica l | hehedouros l eutanasia
4 ¥ +
- 6 dias -24h -15min Omin S min 120 min
| | | | | ’ registro da ingestio | I
' t
implante da cinula [ microinjecies de IL-1p
(MnP O on SFO) om salina 0,9%
i
transferéncia

para caixa teste

Protocolo Experimental 03— teste do campo aberto: efeito da microinjecadLeE3 (1,6

ng/0,2 pl) no MnNPO ou SFO sobre a atividade loconaotos animais apos a deplegdo de

sodio.
deplecio transferéncia para caixa eutanasia
-5 dias -24h 30 min 0 rmin 15 min
implante da canula microinjecies de IL-1[
{MnPO ou SFO) ou salina 0,9%
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Protocolo Experimental 04— teste da temperatura corporal: efeito da migo#o de IL-B
(1,6 ng/0,2 pl) no MnPO ou SFO sobre a temperatomaoral de ratos depletados de sédio.

registro da
temperatura hasal

4

microinjecdes de IL-1f
deplecio ou salina 0,9% eutanasia

E ' 1

- 5 dias -24h  30min -15min  QOmin 120 min
| | | | registro da temperatura

1 t

implante da cdnula introducio das
{MnPO ou SFO) sondas no colon dos
animais

VI. 5.6 - ANALISE ESTATISTICA

A analise de todos os dados obtidos foi realizadavés do programa GraphPad
versao 5.0. Para analisar o efeito de microinjed@e-13 no MnPO ou SFO sobre o apetite
por sédio em ratos depletados deste ion e compadartratamento no tempo correspondente
com o grupo controle, utilizou-se ANOVAnNne way, seguida do pos-teste de Student-
Newman-Keuls. Os testes de sobremesa e campo dbeato analisados com o teste t de
Student ndo pareado, pois 0 objetivo foi compaoss grupos independentes. Para analisar o
efeito da microinjecéo de ILBIno MnPO ou SFO sobre a temperatura corporal emaasi
depletados de sédio e comparar o efeito destertesi®m com o grupo controle, utilizou-se
ANOVA two way, seguida do pos-teste de Bonferrés.diferencas entre os grupos foram
consideradas estatisticamente significantes qu@neo0,05; os dados foram apresentados
como média e erro-padrdo (média + SEM).
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VII. RESULTADOS

VII.1- Localizac&o das ricroinjecdes de IL-18 ou salina o MnPO e no SFO

Fotomicrografias tipicas de cortes de cér e diagramas situando @énula guias no MnPO
e SFO, respectivament®s dados dos animais cujas canulas ficaramdestas areas ndo

foram considerados na&@iseestatistica.

Figura 1. Fotomicrografiipica (A) e diagramgWatson & Paxinos, 199 (B) de corte de
cerebro de rato mostrandocal da microinjecAmo MnPO (seta vermelh..
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Figura 2. Fotomicrografia tipica (A) e diagrama (Watson & Pas, 1998) (B) de corte de

cerebro de rato mostrando local da microinjecaBFoO (seta vermelha).
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Efeito de microinjecdes de IL-B no MnPO sobre a ingestao de salina 1,5% em animais

depletados de sodio.

A administracdo de IL{1 em diferentes doses reduziu de forma dose dependen
ingestdo de salina hipertdnica e este efeito antnexigénico perdurou até o final do
experimento. Aos 5 minutos observou-se inibicdodastéo de sal por todas as doses de IL-
1B, com diferenga estatisticamente significante esdrdoses de 0,4 ng/ratoe as doses de 0,8 e
1,6 ng/rato. Observa-se diferenca também entreupognormonatrémico e 0s grupos que
receberam outros tratamentos exceto com o grupadtraom IL-B na dose de 1,6 ng/rato,
sendo os valores da andlise de variancia de um Fate;) = 8,869; p < 0,0001. Aos 30
minutos observa-se diferenga entre as doses dg, Isehdo os valores da ANOVAuk,)=
23,52; p < 0,0001; aos 60 e 120 minutos esta difarestatisticamente significante entre as
doses se mantém, sendo os respectivos valores @ ANFu 52= 37,62; p < 0,0001 efsz)
=41,98; p < 0,0001. Os valores de média e desailogo (média £ EPM) da ingestao de agua

e salina hipertdnica apos microinjecdes de fileficontram-se na tabela 1.
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Ingestdo cumulativa de salina 1,5% (ml/100g peso corporal)

(o]
1

NI E

Normonatrémico (n=10)
DS Salina 0,9% (n=12)
DS IL-1p3 0,4ng (n=11)
DS IL-1B 0,8ng (n=12)
DS IL-1B1,6 ng (n=12) T 1

) i
I abc
5_.
abc 1
4 abc | E
I = ; E ab
31 E ab E ab =
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Figura 3. Efeito de microinjecdes de ILBIno MnPO sobre a ingestédo de salina 1,5% de ratos
depletados de sédio. (a) indica diferenca em relagacontrole (salina) depletado sodio (DS).
(b) indica diferenca em relacdo II3-ha dose 1,6 ng. (c) indica diferenca em relachols$

na dose 0,8 ng. Os dados foram tratados com ANOK&Away seguida do pOs-teste de

Student- Newman-Keuls; p< 0,05.
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Tabela 1Efeito de microinjecdes de ILIno MnPO sobre a ingestdo de dgua destilada dida $&6% em animais depletados de sédio.

Tratamento Deplecéo de sodio

Salina (12) IL-B 0,4ng (12) IL-B 0,8ng (10) IL-B 1,6ng (12) Normonatrémico (8)

Tempo Agua Salina Agua Salina Agua Salina Agus n&ali Agua Salina
5 0,00 +0,0¢: 1,61+0,41¢{ 0,00+0,00 1,07 +0,18,00+0,00{ 0,37 +0,180,00 +0,0G 0,92 + 0,09 0,00+0,06 0,02=+0,02
10 0,00 +0,0CG 3,21+0,48: 0,00+0,00 2,03 +0,33,00+0,00{ 0,87 +0,6/0,00 +0,0CG 0,24 +0,12¢ 0,00+0,006 0,02 +0,02
15 0,00 £0,0G 3,65%0,52:{ 0,00+ 0,00 2,69 +0,49,00+0,00{ 1,70 +0,400,00 +0,0¢ 0,33 +0,19¢ 0,00+0,00 0,02 +0,02
30 0,00+0,0G 4,87+0,42: 0,00+0,00 3,40+0,40,00+0,00i 2,17 +0,610,00 +0,0¢ 0,33 +0,19¢ 0,00+0,00 0,02 +0,02
45 0,00 £0,0G 5,52+0,36: 0,00+0,00 3,89 +0,6(0,00+ 0,00 2,20 +0,620,00 +0,0¢ 0,33 +0,19¢ 0,00+ 0,00 0,02 +0,02
60 0,00 £0,0G 6,12+0,36{ 0,00+0,00 4,37£0,55 0,00+0,00 2,2062:0,00+0,0¢ 0,33+0,19¢ 0,00+0,00 0,02 +0,02
90 0,00 £0,0G 6,53+0,29: 0,00+0,00 4,50+0,%4 0,00+x0,00 2,4064:0,00+0,0¢G 0,33+0,19¢{ 0,00+0,00 0,02+0,03
120 0,00 £0,0G 6,25%+0,28: 0,00 +0,00 4,60 +0,52,00+0,00i 2,55+ 0,6//0,00 +0,0G 0,47 +0,25{ 0,00+0,00 0,02+0,04

Os numeros de animais utilizados nos experimerstd® éndicados entre parénteses. Os dados fordimaaies com ANOVA one way seguida do pos-teste
Student- Newman -Keuls (p<0,05) e estao represestaaimo média e desvio-padréo (média £ SEM).
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Efeito de microinjecbes de IL-B no SFO sobre a ingestao de salina 1,5% em

animais depletados de sédio.

A administracao de ILf1em diferentes doses no SFO inibiu o apetite pdioséd
e esta inibicdo perdurou até o final das sessOgeriexentais. Existe diferenca
estatisticamente significante entre os animaiadie com IL-B em diferentes doses e
0S grupos controle e normonatrémico, contudo, ndsteediferenca estatisticamente
significante entre as doses de Ik-Aos 5 minutos o efeito inibitdrio ja se apresemia
aparentemente a dose maior inibe menos, sendoloevala andlise de variancia
Fa,407 7,349; p< 0,0001. Aos 30 minutos observou-se isereto aumento na ingestéao
de sal embora o efeito inibitério da II3-m todas as doses ainda era evidente, 0s
valores da ANOVA foram {49~ 13,22; p< 0,0001. Aos 60 e 120 minutos o efeit
antinatriorexigénico da ILf se mantém, sendo os valores da ANOVAsd= 17,01
p< 0,0001 e fz49)= 24,17p<0,0001, respectivamente. Durante as sessperimentais
nao foi observada ingestédo de agua destilada pdwne dos grupos (tabela 2)
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Figura 4. Efeito de microinjecdes de ILBIno SFO sobre a ingestdo de salina 1,5% de
ratos depletados de sodio. (a) indica diferencaetagdo ao controle (salina) depletado
sédio (DS). Os dados foram tratados com ANOW# way seguida do pds-teste de

Student- Newman-Keuls; p< 0,05.
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Tabela 2 Efeito da microinjecdo de 1LB1(0,4, 0,8 e 1,6 ng/rato) ou salina 0,9% no SFQ@esalingestdo de agua destilada e salina 1,5%tes ra
depletados de sodio.

Tratamento Deplecéo de sodio

Salina (12) IL-B 0,4ng (12) IL-B 0,8ng (10) IL-B 1,6ng (12) Normonatrémico (8)

Tempo Agua Salina Agua Salina Agua Saling Ague n&ali Agua Salina
5 0,00 +£0,00: 1,56 + 0,12 0,00 +0,00; 0,49 +0,140,00 + 0,00¢ 0,57 +0,270,00 +0,0CG 0,80 +0,29: 0,00+0,00 0,02+0,02
10 0,00x+0,0CG 2,70 + 0,18 0,00 +£0,00: 1,37 +0,310,00 +0,00: 1,02 +0,390,00+0,0¢ 1,12+0,41: 0,00+0,08 0,02 +0,02
15 0,00 £ 0,0C 3,55 + 0,22 0,00 +£0,00: 2,15+0,4/0,00 +0,00: 1,47 +0,500,00+0,0¢ 1,55+0,56: 0,00+0,08 0,02 +0,02
30 0,00 £0,0C 4,95 +0,2G 0,00 +£0,00: 3,06 +0,420,00 +0,00: 2,23 +0,620,00 +0,0¢ 1,96 +0,63: 0,00 +0,08 0,02 +0,02
45 0,00 £0,0CG 5,90 + 0,18 0,00 +0,00: 3,50+ 0,390,00 +0,00: 2,23 +0,620,00 +0,0¢ 2,02 +0,64: 0,00+0,08 0,02 +0,02
60 0,00 +0,0C 6,36 + 0,16 0,00 +£0,00: 3,72 +0,350,00 +0,00: 2,59 +0,590,00 + 0,0¢ 2,20 +0,62: 0,00+ 0,08 0,02 +0,02
90 0,00 +0,0C 6,53 + 0,29 0,00 +£0,00: 3,77 +0,3650,00 +0,00: 3,04 +0,5/0,00 +0,0¢ 2,70 +0,65: 0,00 +0,00 0,02 +0,03
120 0,00 +0,0C 6,63 + 0,15 0,00 +0,00: 3,82 +0,350,00 +0,00: 3,95+ 0,550,00 +0,0C¢ 3,42 +0,67: 0,00+0,00 0,02+0,04

Os numeros de animais utilizados nos experimerstid® éndicados entre parénteses. Os dados fordimaaios com ANOVA one way seguida do pos-teste
Student- Newman -Keuls (p<0,05) e estao represestaaimo média e desvio-padréo (média £ SEM).
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Comparacéo do efeito antinatriorexigénico da IL-B injetada no SFO e no MnPO.

A ingestdo de sal do grupo de animais que receberamoinjecdes de ILfl nas
doses 0,4, 0,8 e 1,6 ng/rato animalno SFO foi coag@acom a ingestdo do grupo que
recebeu o mesmo tratamento no MnPO. Houve diferestgdisticamente significante entre o
grupo de animais que recebeu Ig-fia dose de 1,6 ngno SFO quando comparados com o
grupo de animais que recebeu o mesmo tratamernP®sendo a resposta nesta area mais
intensa, contudo, ndo houve diferenca entre as idedeses quando injetadas no SFO e
MnPO. A andlise dos dados foi realizada por meidAN®VA one way [F(7,98) = 23,99;
P<0,0001].
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Figura 5. Comparacao da ingestdo cumulativa de sal apésdmjde IL-B no SFO e no
MnPO (120 minutos). Os dados sdo apresentados swda + EPM. O (*) indica diferenca
estatisticamente significante entre as areas SMDRO tratadas com ILfLna dose de 1,6
ng/rato. Os dados foram tratados com ANOWWe way seguida do poOs-teste de Student-
Newman-Keuls; p< 0,05.
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Efeito de microinjecdes de IL-B no MnPO sobre a temperatura corporal de ratos
depletados de sodio.

Os animais tratados com I3 ha dose 1,6 ng/rato, apdés 10 minutos da admigésira
da droga, apresentaram significante aumento daeti@typa corporal quando comparados aos
animais controles tratados com salina 0,9%, espertermia perdurou até o final do
experimento, enquanto que nos animais controlenpdasatura corporal retornou aos valores
basais. ANOVAtwo way mostrou significante efeito da IL3Isobre a temperatura corporal
[F(1,112) = 233,59; p < 0,0001].
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Figura 6. Mudancas na temperatura corporal de ratos ap@eimjecdes de IL{1 na dose de
1,6 ng/rato ou salina 0,9% no MnPO. Os dados séesaptados como média + EPM. O (*)
indica diferenca estatistica significante do grumdado com IL-f comparado ao grupo
controle depletado de sddio (DS). (ANOWWo way seguida do pos-teste de Bonferroni; p<
0,05).
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Efeito de microinje¢cbes de IL-B no SFO sobre a temperatura corporal de ratos
depletados de sodio.

Animais que receberamlLBlna dose 1,6 ng/rato foram comparados com animais
tratados com salina 0,9%. ANOV#wo way mostrou significante efeito da IL31sobre a
temperatura corporal {fvs = 199,82; p < 0,0001]. Com 5 minutos da admin¢sicada droga
foi possivel observar o aumento da temperaturaocakplos animais e esta hipertermia
perdurou até o final do experimento.A temperatungparal do grupo controle, no curso do

experimento, retornou aos valores basais, istotésalo tratamento.

1.2 1 DS salina 0,9% (n=7)
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Figura 7. Mudancas na temperatura corporal de ratos apg@einmjecdes de IL{1 na dose de
1,6 ng/rato ou salina 0,9% no SFO. Os dados s@seamados como média + EPM. O (*)
indica diferenca estatistica significante do grumdado com IL-f comparado ao grupo
controle depletado de sddio (DS). (ANOWWo way seguida do pds-teste de Bonferroni; p<
0,05).
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Comparacéo do efeito hipertermico da ILP injetada no SFO e no MnPO.

O aumento da temperatura corporal que receberamimexdes de IL-§ na dose 1,6
ng/rato no SFO foi comparado com o0 aumento da teatyra do grupo que recebeu o mesmo
tratamento no MnPO. Houve diferenca estatisticaegighificante entre o grupo que recebeu
IL-1B na dose de 1,6 ng no SFO quando comparados compo gue recebeu 0 mesmo
tratamento no MnPO sendo a resposta nesta areaimaisa. A analise dos dados foi
realizada por meio da ANOV#ne way [F(3,26) = 39,38; P<0,0001].
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Figura 8. Comparacao do aumento da temperatura corponatiohal pela injecdo de IB-no
SFO e na MnPO (120 minutos). Os dados sdo apréesntamo meédia £ EPM. O (*) indica
diferenca estatisticamente significante entre @8sA86FO e MnPO tratadas com R.fia dose
de 1,6 ng. (#) indica diferenca dos grupos tratamose ILf3 com 0s grupos tratados com
salina 0,9% controle (depletado de sodio). Os déol@sn tratados com ANOVAne way

seguida do pés-teste de Student- Newman-Keuls;(q&x 0
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Teste de sobremesa em animais privados de agua p@d horas que receberam

microinjegdes de IL-1p ou salina 0,9% no MnPO.

A ingestdo preferencial de uma solugcdo saborosactesiza 0 comportamento
heddnico proposto pelo teste de sobremesa. Estpoctamento néo foi alterado pela 1B-1
na dose de 1,6 ng/rato (6,38 = 0,26ml/100g de pegmoral) quando comparado aos animais
controles (5,34 £ 0,45 ml/100g de peso corpordh,,045; gL=13, p =0.0617]. Animais
tratados com IL-f apresentaram reducdo na ingestdo de agua (0,9#1/100g de peso
corporal) quando comparados com animais do gruptrale (3,44 + 0,88 ml/100g de peso
corporal); [t= 3,135; gL=13 p =0,0079].
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Figura 9. Ingestdo cumulativa de sacarina 0,1% e aguadatrapds microinjecdes de IB-1
na dose de 1,6 ng ou salina 0,9% no MnPO. A inges¢ianimais tratados com II3-Toi
comparada a ingestdo do grupo controle. Os dadoam@sentados como média + EPM. O
tratamento estatistico utilizado foi o teste t ded€nt ndo pareado (t < 0,05). O (*) indica
diferenca estatisticamente significante do gru@tatto com IL-§ comparado ao grupo

controle.
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Teste de sobremesa em animais privados de agua p@d horas que receberam
microinje¢des de IL-1§ ou salina 0,9% no SFO.

A IL-1Bna dose de 1,6 ng ndo modificou a preferéncia dimsass por sacarina 0,1%
(5,9 + 0,58ml/100g de peso corporal) quando congmacmm o grupo controle (5,4 + 0,63
ml/100g de peso corporal); [t= 0, 5799; gL=12, p, H¥27] e ndo houve diferenca
estatisticamente significante na ingestdo de agwiee @s grupos de animais [t = 0.3788
gL=12, p = 0,7144].
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Figura 10. Ingestdo cumulativa de sacarina 0,1% e aguaddtiapos microinjecdes de 1B-1
na dose de 1,6 ng ou salina 0,9% no SFO. A ingel#danimais tratados com I3 Xoi
comparada a ingestdo do grupo controle. Os dadoam@sentados como média + EPM. O

tratamento estatistico utilizado foi o teste t tled8nt ndo pareado (t < 0,05).
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Teste do campo aberto em animais depletados de sBdjue receberam microinje¢ces de
IL-1 B ou salina 0,9% no MnPO.

No teste de campo aberto ndo houve alteracéedisagivas na atividade locomotora
dos animais apoOs tratamento com p-ha dose de 1,6ng/rato (36,8 + 2,83) quando
comparado aos animais controle (34,1 £+ 2,98); 664D0; gL=13; p = 0,5183.
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Figura 11. Numero de areas percorridas pelos animais ne ®@stcampo aberto apos
microinje¢des de IL{1 na dose de 1,6 ng ou salina 0,9% no MnPO. Naoenhdiferenca
estatisticamente significante entre os tratamer@dssdados sdo apresentados como meédia +

EPM. O tratamento estatistico utilizado foi o teésle Student ndo pareado (t < 0,05).
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Teste do campo aberto em animais depletados de sBdjue receberam microinje¢ces de
IL-1 B ou salina 0,9% no SFO.

Teste do campo aberto em animais depletados de gadireceberam microinjecdes
de IL-1B na dose de 1,6 ng/rato ou salina 0,9% no SFO angste ndo houve alteracdes
significativas na atividade locomotora dos aninegés tratamento com IL31(25,1 + 2,88)
ou salina 0,9% (23,6 = 2.08); t = 0.4216 gL=14; @,6797
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Figura 12. Numero de areas percorridas pelos animais ne ®@stcampo aberto apos
microinjecdes de IL{1 ou salina 0,9% no SFO. N&o houve diferenca etitaiisente entre os
tratamentos. Os dados sdo apresentados como me#&iBM: O tratamento estatistico

utilizado foi o teste t de Student ndo pareado(Q{05).
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VIIl. DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos que a microinjgedl-13 no MnPO e SFO
promove significativa inibicdo do apetite por sodemn ratos depletados deste ion,
evidenciando o papel modulatério da Ig-dobre a homeostasia hidrossalina nestas areas. No
MnPO a inibicdo se deu de forma dose dependemepsgue na maior dose de IB-D
apetite por sédio foi praticamente abolido, enquamb SFO todas as doses inibiram a
ingestdo de salina hipertdnica de forma semellaictam a mesma eficiéncia. A inibicdo do
apetite por sodio ndo parece ser decorrente de i estar generalizado qtkness
behavior”) ou de impossibilidade locomotora, desde que, testes de sobremesa e campo
aberto, a IL-B ndo modificou estes comportamentos. Este estuddirma o efeito

hipertérmico da IL-f e mostra que o MnPO é mais sensivel do que o 86ta resposta.

Mecanismos centrais excitatorios e inibitorios teguo apetite por sédio e a ingestao
de agua(Johnson, 2007). Os mecanismos excitatpas ingestdo de sodio sdo ativados
principalmente pela All e mineralocorticoides e gpaa ingestdo de agua pela All e
hiperosmolaridade (Daniels & Fluharty, 2004). Pcotos foram criados para induzir o
apetite por sédio experimentalmente e estdo funde@ues nas variacdbes homeostaticas de
agua e de sédio nos compartimentos intracelulatracelular, que resultam em alteragbes na
tonicidade (hiponatremia/hipernatremia) e volumedolémica/hipervolemia) dos liquidos.
Muitos estudos utilizam a deficiéncia organica dléi® enquanto outros utilizam uma ou mais
condicBes hormonais associadas a deficiéncia de,gas como, elevadas concentracfes de
All e/ou mineralocorticoides (Rowland, 2007). Aliaicdo de diuréticos nos experimentos é
pratica recorrente para promover deplecdo desteddiquido extracelular. Estes farmacos
associados a dieta hipossoddica tem como resultanlesd expressiva e hiponatremia que
induzem a sede e estimulam o apetite por sddio i@aly 2007) e resultam na ativacéo
simpatica e em respostas endodcrinas na tentativaatéer a homeostasia. A furosemida &
um diurético de alca que atua sobre o co-trangpmrtae N&2CI/K* localizados na
membrana luminal das células epiteliais, do raswerdente espesso da alca de Henle. O
bloqueio deste co-transporte produzsignificantereméo pela urina de agua, Nal', K.
Neste estudo, utilizou-se furosemida com objetieoinduzir deplecdo deste de sodio e
induzir o apetite por este ion. A deplecdo de sOp sua vez, ativa mecanismos que
promovem a conservacao de sodio pelos rins, redozin perda renal deste ion e ativa

mecanismos que desencadeiam o apetite por sodio comistema renina-angiotensina-
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aldosterona (Chiaraviglio, 1975; Fitzsimons, 19%8pet et al, 201RO aumento da
angiotensina | na periferia pode ser percebidospéigdos circunventriculares e estimular a
sintese de All central, aléem disso, SNC apresentiost os elementos do sistema
angiotensinérgico (McKinley et al 2001). O SFO #oPO sao areas ricas em receptores
angotensinérgicos AT sensiveis tanto a All periférica e central(Fitasins, 1998, McKinley

et al 2001, Johnson, 2007). A All e ALDO sao patsnindutores do apetite por sédio
(Fitzsimons, 1998; Geerling & Loewy, 2008).0 tratarto com injecdes subcutaneas de
furosemida promove aumento na expressao de c-FosaBas areas centrais envolvidas na
regulacdo do apetite por sddio, dentre elas SFGWARowland et al, 1996).Estudo mostra
que administracdo i.c.v de IlBJromove significativo aumento na pressao artenidia e o
pré-tratamento com antagonista Adsartan aboliu a resposta pressora daflLeste estudo
fornece evidéncias que Il31pode agir em areas circunventriculares, como SFAB\E3,

aumentando a sensibilidade da All (Ufnal et al,&00

Varios mecanismos fisiolégicos sdo necessarios paemter a homeostasia
hidrossalina. Alteracbes no equilibrio entre &gueledrdlitos sdo corrigidas através de
mudancas autondmicas, enddcrinas e comportamedidgidas pelo SNC (Antunes-
Rodrigues et al; 2004; Patel, 2009). Diferentes romeptidios, neurotransmissores e
receptores séo ativados diante da necessidadetdersgdo de agua e eletrdlitos e disparam
atividades motoras relacionadas a aquisicdo dettesentos (Johnson & Thunhorst, 1997,
Stricker & Sved, 2000). O MnPO e SFO sao areasaisrdltamente envolvidas na regulacao
central da homeostasia hidrossalina e junto comVTOcompdem a lamina terminal.
Variacdes na omolaridade/natremia e hormonios leinbes como All, peptideo natriurético
atrial e relaxina sdo percebidos pela populacdoonal destas areas (Fitzsimons, 1998,
McKinley et al, 1999). O MnPO, SFO e OVLT apresantzonexdes intensas e reciprocas o
que permite a atuacéo destas estruturas como enfidacional integrada que utilizam aminas
e peptideos como neurotransmissores (McKinley, di9819). Circuitos neurais envolvidos no
controle da sede também estdo envolvidos no centtolapetite por sédio, de modo que
guando estimulam ou inibem a sede podem estimulanibir o apetite por sédio, contudo
existem circuitos neurais que podem estimular ast&p de agua sem modificar a busca e a
aquisicao por sal (Johnson & Thunhorst, 1997; Is#ri& Sved, 2000).

No presente estudo verificamos que a fLtdnto no MnPO quanto no SFO podem
modificar o apetite por sodio em condicdes que rimam respostas inflamatorias. A

deficiéncia homeostética de sédio dirige o animiiscar alimentos e liquidos que contenha
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este nutriente. O apetite por sédio ndo esta mladio as necessidades normais de ingestéao
deste ion e é consequéncia direta de um déficdnarg condicionado a necessidade de
restauracao do fluido extracelular, assim o apetitesodio € um mecanismo regulatério. A
neurobiologia do apetite por sédio é similar a prigistemas sensores e nao esta restrito a
um Unico 6rgao sensorio ou um Unico receptor. Parduzir um estado neural associado com
0 apetite por sédio o cérebro recebe constantesmia;6es, de multiplas fontes, relacionadas

as condicdes dos liquidos corporais (Johnson, 2007)

A comunicagdo reciproca entre o SNC, sistema eimbbero sistema imune existe e
as citocinas sdo mediadores classicos desta coagéoic (Watkins et al, 1999), respostas
imunologicas no SNC compartilham sinais moleculazemo a IL-B, e receptores comuns a
estes sistemas (Licinio & Wong, 1996; Galea et2@D6).A IL-13, além de influenciar o
sistema imune, pode modular diversas funcfes hdéataas controladas pelo sistema
nervoso central, incluindo a atividade do eixo bagamo-hipofise-adrenal, termorregulacéo,
pressao arterial e comportamento ingestivo (TuinfwRivier, 1999; Ashdown et al, 2006;
Ufnal et al, 2006; Keradi et al, 2005). As prinégpaélulas sintetizadoras de II3-580 0s
mondcitos sanguineos, macrofagos teciduais e eélldmdriticas (Galea et al, 2006 ).
Astrocitos e células da glia expressam, liberanespandem aos mediadores da resposta
imunologica como a ILfi,além disso, os integrantes da familia IL-1 sdaesqos de forma
ampla no SNC e células endoteliais da barreira teaneefélica podem liberar ILBYBanks,
2001, Allan et al, 2005). A ILfl periférica pode acessar o SNC por sinalizacdmeraos
periféricos, via segundos mensageiros ativadoc@loias endoteliais em vasos cerebrais ou
acessar diretamente o0 parénquima cerebral,seja gopebra temporaria da barreira
hematoencefélica, semelhante ao que ocorre emgsaxénfecciosos, ou acessar areas fora
desta barreira. Estudos mostram que afllpdde atravessar a barreira hematoencefélica por
transportadores especificos e acessar o parénqoérebral (Allan &Rothwell, 2003;
Rothwell & Luheshi, 2000; Banks, 2001; Skinnerle2809,Threlkeld et al, 2010

A administracdo tanto periférica quanto central Ilelpf, ou de LPS induz
adiminuicdo da ingestdo de 4gua (Osaka et al, 18fa-Salaman & French-Mullen, 1992,
Cross-Mellor et al, 2000).No presente estudo tessam hipétese de que areas centrais
banhadas pela ILl ap0s inje¢cdes no terceiro ventriculo, a exempl&HO, possivelmente
estdo envolvidas na modulacdo pela p.dobre a homeostasia hidrossalina eassim, foi
possivel constatar que a I[3-&m areas cerebrais especificas como o MnPO e @i a

ingestao de sal. Os resultados obtidos neste estddam que a IL-f promove um efeito
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antinatrioréxico mais intenso no MnPO quando coami@s ao mesmo efeito observado no
SFO. A maior dose (1,6 ng/rato)aboliu o apetite pddio enquanto a administragdo da
mesma dose no SFO reduziu parcialmente a ingestaalitha hipertbnica apds a deplecao de
sodio, diante disto, especulamos que a ativacaoedeptores para ILBlpresentes nas areas
estudadas, tenha promovido a inibicdo do apetite ggalio observada, como também
especulamos que a maior sensibilidade do MnPO18,llquando comparada ao SFO, esteja
possivelmente relacionada a quantidade de receppara esta citocina expressos nesta area,
entretanto no nosso estudo nao utilizamos ferraasemiie nos permita afirmar se a Ik-1

atuou como neuromodulador, ativando diretamente igmeptores..

Estudos anteriores do laboratério de Neurociéntiastraram respostas semelhantes
as encontradas neste estudo, onde a injecdo edh-13 promove significativa inibicdo da
ingestdo de &gua em trés distintos protocolos dmdsit da sede: privacdo hidrica,
hipernatremia associada a hiperosmolaridade e digova, e inibe a ingestdo de sal em
animais depletados de sodio. Em todos estes ptosocexperimentais os efeitos
antidipsogénico e antinatriorexigénico da Ik{larecem depender de um componente opioide
central, uma vez que o pré-tratamento com naloxomaantagonista opioide ndo seletivo,
impede estes efeitos da I3-1(Luz et al, 2006; De Castro e Silva et al, 20@ outro
estudo do laboratério, o efeito antidipsogénicaldap foi mostrado depender dos receptores

kapa opioides centrais (Luz et al, 2009).

Estudosin vivo e in vitro mostram interacdo entre o sistema imune e opioides
(Bidlack, 2000). Culturas de leucdcitos tanto emspnca de LPS quanto fleendorfina ou
DADLE, agonistas delta opioide, promoveram a sintede-d@ e a producéo desta citocina
nao foi inibida com o tratamento dos antagonistaapioide naloxona ou naltrindole (Gein
et al, 2009), em outro estudo,timdcitos incubadwa ¢L-1 in vitro apresentam aumento da
proliferacé@o e de sitios ligantes para morfinaicaodo possivel participacdo de citocinas na
inducdo de sitios de ligacdo de opioides em céintases (Roy et al, 1991).Culturas de
astrocitos hipotalamicos apos tratamento com filalimentam a expressdo de receptores
opioides mu, delta e kapa, o que possivelmentanuliteracdo entre os sistemas imune e
opioide (Ruzicka & Akil, 1997). Estudo mostra quigecdo periférica de ILflaumenta a
expressao de RNAmM de receptores kapa opioides aragligs da raiz dorsal e o tratamento
com o IL-1RA bloqueia o aumento na expressao de iRpara receptores kapauehler, et
al, 20069, emoutro estudo, injecdo periférica ou central de [L-firomove aumento da

expressdo de c-Fos em areas cerebrais comoo NT$, R¥, BST e CeA; neste mesmo
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estudo, o pré-tratamento, periférico e central, comantagonista naloxona, promove
diminuicdo da expressao de c-Fos no NTS, PVN e ABneento no BST e CEA (Buller et

al, 2005).Em estudo recente do laboratério de MN#@moias, injecbes i.c.v de Nor-
binaltorfimina (Nor-BNI) inibiu o apetite por sodem animais depletados deste ion, mesmo
quando os animais foram pré-tratados com All, o sugere participacdo de opioides na
regulacdo central da homeostasia hidrossalina {iNesto, Al et al, 2012).Diante destas
informacdes, uma possivel interacdo entre mediadonenes, como a ILfl e opioides neste
estudo ndo é descartada, contudo maiores inveStig&@o necessarias, uma vez que apenas a

IL-1B foi administrada nos cérebros dos animais.

Estudos mostram a participacdo da fL-da neurotransmissdo central, dentre os
efeitos mais estudados a ativacdo do eixo hipotalaipofise-adrenal e a liberacdo de
monoaminas como a serotonina, dopamina e noradran®@unn, 2006). Injecdo de 131
induz a liberacéo de serotonina, dopamina e namatira (Shintanni et al, 1993) e tanto a
administracdo periférica ou central induz a libécagle noradrenalina, serotonina e seus
metabdlitos (Dunn, 2006). Muitos estudos mostram madulacdo serotoninérgica,
dopaminérgica e colinérgica sobre a regulacao aetdr homeostasia hidrossalina (Castro et
al, 2002,D'Aquila et al, 2012De Luca Jr & Menani). Assim sendo, a possibilidddelL-13
estimular a liberagcdo de um destes neurotransressar presente estudo ndo é descartada,
contudo ndo podemos afirmar sobre isto, pois n&o rdéalizado nenhum protocolo
experimental que permitisse estudar os efeitos magoinjecbes de IL{1 sobre a

neurotransmissao central.

A IL-1p tanto central quanto periférica esta envolvidanuucao da febre durante
processos inflamatorios e ha evidéncias de qubra feduzida por injecao periférica de LPS
seja modulada por ILBL(Dinarello, 1996). Injecao periférica da citocingerleucina-10 (IL-
10) parece modular a febre induzida por LPS poresgido da sintese de IB-& injecédo
central de IL-10 atenua a febre induzida por LP@iminui a producdo de ILfl no
hipotalamo, mas ndo no plasma e em tecidos peofriLedeboer et al, 2002). A
interleucina- 6 (IL-6), IL-B e TNFa sd@o0 as principais citocinas pirogénicas enddgenas
1B e TNFo o0s principais indutores da sintese de IL-6 (Zsttém et al, 1998). Estudos
mostram que a administracdo periférica e centralLee3 ou LPS ndo induziu febre em
animais Knockout” de IL-6 (IL-6-/-) e 0 antagonista enddgeno dallla IL-1RA, atenuou a
febre induzida por LPS e IL-6, além disso, os ik IL-6 sdo diminuidos apds tratamento
com antagonista IL-1RA (Chai et al, 1996; Leon,£208shdown et al 2006; Luheshi et al,
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1997). Outro estudo mostra que a febre induzida der IL-6 sobre neurbnios
termorreguladores da é&rea hipotalamica anterior adutada por prostaglandinas E2
(Nilsberth et al, 2009). Microinjecdes de IB-ba regido ventromedial do globo palido, no
cortex orbitofrontal e NAcde ratos promovem sigrafivo aumento na temperatura corporal e
esta hipertermia foi mais expressiva que a pronsoyidr inje¢Bes periféricas de II3-1
(Karadi et al, 2005; Lukats et al, 2005; Takécale2010).

A citoarquitetura dos 6rgdos circunventricularesigopermitir a acdo de pirégenos
circulantes durante a inflamacédo e a area préa®dgfROA) e o0 hipotalamo anteriorsao
consideradas areas primarias para acdes de pigeantipiréticos(Nakashima et al, 1989,
Stitt, 1990). A febre induzida por injecao perib@ride IL-PB foi atenuada apods injecdes no
terceiro ventriculo do antagonista IL-1RA e micjegdes deste antagonista no hipotalamo
anterior, PVN e SFO também foi eficiente na ateéaaga febre induzida por injecbes
sistémicas de LPS. Estudo eletrofisioldgico mogtra neurdnios do SFO s&o despolarizados
em resposta a ILfle isto é devido a acdo desta citocina ao recdptér Assim, estes
resultados parecem indicar especificidade da acd® lem areas centrais (Cartmell et al,
1999; Denson & Fergunson, 2003). Dados da litesatoostraram que culturas de neurdnios
termossensiveis da area pré-optica foram respanaivtfusdes de ILALmesmo em solucdes
livies de C& e Mg? ainda neste estudo, o tratamento com naloxona aftéva a
sensibilidade dos neurbnios a IB;lbaseados nestes achados, estes pesquisadoresrsuge
que a IL-B pode agir sobre os neurdnios na POA e induzirefefwa acdo € possivelmente
poOs-sinaptica e esta resposta nao depende do aisfgoide central (Nakashima et al, 1989).
Os resultados obtidos no presente estudo confirmatividade pirogénica da IL31descrita
na literatura, possivelmente pela ativacédo dospteoes IL-1 presentes no MnPO e/ou SFO e
permitem sugerir que a atividade desta citocindn®O € mais especifica na inducao de
hipertermia que o SFO uma vez que 0 aumento daetratypa corporal nos animais que

receberam IL-f nesta area foi mais intenso.

O MnPO ¢ indicado como importante area no contreteral da temperatura corporal.
(Morrison et al, 1998). Estudos mostram o envolvitoede projecdes glutamatérgicas do
LPBN na transmissdo de sinais de receptores cldameo frio e de calor para o
MnPO(Claphan, 2011). Observa-se também que viaaéggicas do MnPO ativadas por
receptores cutaneos parecem ser um mecanismo rdertegulacédo importante na defesa

frente a diminuicdo da temperatura ambiental e mesio ou diminuicdo da temperatura
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corporal é seguida de variagbes na expressao de ne-MnPO (Nakamura, 2011; Morrison
et al, 1998).

Estudos apontam a ativagdo de citocinas centraisioca IL-PB, em resposta a
ativacao periférica do sistema imunoldgico por sgeimfecciosos que promovesitkness
behavior (Sherryet al, 2010). Surgiram evidéncias na dwedp reconhecimento pelo cérebro
de citocinas como sinais moleculares das doenclds1f pode acessar o SNC via aferéncias
neuronais primarias que inervam o local da inflénag se difundir para estruturas centrais
que expressem receptores IL-1(Parnet et al, 208@§s injecbes periféricas de LPS,
camundongos resistentes a LPS ndo apresentam ecesticds relacionadas asickness
behavior como a inabilidade de interacao social, de ganhped® e nenhum aumento nos
niveis plasmaticos de ILB1(Segreti et al, 1996), este resultado sugere duelé participa
dos eventos dackness behavior como também da regulacao dos efeitos comportaisatda
LPS.

Estudos mostram que a IlB3-Jpromove mudancas comportamentais que tendem a
reduzir o gasto energético, diminuir a atividadeotnotora e consequentemente reduzir a
atividade exploratoria, interacdo social e a bestaestao de alimentos e 4gua (McCarthy et
al, 1985, Johnson, RW, 1998; Kelley et al, 2002nstnan et al, 2008), estas respostas sao
importantes para a sobrevivéncia apés infeccOesliponuir o gasto energético. A inibicdo
do apetite por sédio, observada neste estudo a@@sio de IL- na dose de 1,6 ng/rato, ndo
parece ter relagdo com a diminui¢do da atividageoeatOria e motora dos animais ou um
mal estar generalizado, uma vez que o teste docalgrto ndo revelou nenhuma alteracéo
nesta atividade, de modo a impossibilitar os argnaibuscarem os bebedouros. Para
investigar se a IL{1 foi eficiente em modificar a ingestdo de salinpehionica ou agua
através de uma inibicdo geral e inespecifica do $MCealizado o teste de sobremesa e,
neste teste, ndo houve diferenca na ingestao darsn0,1% entre 0s animais que receberam
microinjecdes de IL{1 no MnPO ou SFO quando comparados com 0s animaisegaberam
salina 0,9%. Assim, a inibicdo do apetite por sppgiomovida pela IL-, foi especifica para
este comportamento e ndo prejudicou a expressaondportamento heddnico uma vez que a

ingestdo de solucao altamente palatavel como aisadai preservada.

Em resumo, os dados obtidos com este estudo suggre IL-B inibe o apetite por
sédio em animais depletados deste ion. Especulguwesa ativacdo dos receptores IL-1

presentes no MnPO e SFO promovem efeito antinakigé&nico, sendo o MnPO mais
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sensivel para esta resposta; a inibicdo do apetiteddio observada neste estudo é especifica
para este comportamento e ndo estd associada uii@mbéa locomotora ou mal estar
generalizado. Este estudo confirma a atividade ldapém areas centrais especificas,

possivelmente por ativacao dos receptores IL-leptes no MnPO e SFO.
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