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RESUMO

Paes-Leme, Bruno. Participagdo dos receptores AT: do 6rgdo subfornical na integracao
entre o equilibrio hidroeletrolitico e energético. 2019. 95p. Tese (doutorado em Ciéncias
Fisiologicas). Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude, Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Embora classicamente envolvido no controle cardiovascular e equilibrio hidromineral, o
sistema renina-angiotensina (SRA) tem sido implicado no controle do balanco energético. A
angiotensina Il (ANG 1), atuando em receptores do tipo 1 (AT1) pode alterar a ingestdo
alimentar e o ganho de peso em modelos para inducdo de obesidade. Um dos principais locais
de acdo da ANG Il circulante no sistema nervoso central é o 6rgdo subfornical (SFO),
desprovido de barreira hematoencefalica e relacionado com o controle de diversas funcGes
autondmicas, comportamentos motivados e do metabolismo energético. Assim, nossa hipétese
é que a ANG Il pode atuar em receptores ATy para promover o controle integrado do
metabolico e hidroeletrolitico em desafios a homeostase energética. Tem-se trés objetivos
principais: a) investigar se um mesmo neur6nio do SFO é sensivel a ANG Il e glicose, e se a
concentracdo de glicose influencia a resposta a ANG 1I; b) avaliar se a privacdo alimentar,
como estimulo hipoglicemiante, pode alterar a atividade do SRA circulante e a expressao de
AT1 no SFO; c) e avaliar se a ANG Il via receptores AT1 influéncia a ingestdo de racdo e/ou
agua ap0ls a privacdo alimentar. Para tal, foram usados ratos machos Sprague-Dawley e
Wistar e todos os procedimentos foram aprovados por comités de ética em uso de animais
experimentais, respectivamente Queen’s University 2017-1735 e FMRP-USP 229/18.
Observou-se que neurdnios do SFO que respondem a ANG Il podem ser encontrados em
populacbes de diferentes fendtipos de glicossensibilidade, podendo ser tanto néo
glicossensiveis (43%), como glicoexcitaveis (52%) ou glicoinibidos (71%). Cultura de células
do SFO mantidas em diferentes concentracGes de glicose por 1, 6 e 24 horas ndo apresentaram
diferenga na expresséo de receptores AT1. Mesmo assim, estudos eletrofisiologicos de patch-
clamp de neurdnios isolados do SFO mostraram que aproximadamente 31% (n=4/13) das
células testadas ndo respondiam a ANG Il a 5mM de glicose e passavam a apresentar
despolarizacdo a 10mM de glicose. Isso sugere uma inter-relacdo entre o estado metabdlico
do organismo e a forma como o sistema nervoso central responde a ANG Il. A privacgdo de
alimentos induziu o aumento da concentracdo plasmaética de ANG Il e do mRNA para
receptores AT1a no SFO. O tratamento com losartana, um antagonista AT, em baixas doses
na agua de beber durante 48h de jejum atenuou a queda da glicemia. Quando os animais
receberam comida, apenas uma tendéncia de aumento da ingestdo alimentar foi observada aos
60 min no grupo tratado com losartana na &gua. Entretanto, neste mesmo tempo, foi
observada uma reducdo significativa da ingestdo de A&gua. Ainda, microinjecdes
intracerebroventriculares (i.c.v.) de losartana mostram uma significativa diminuicdo da
ingestdo comida e agua apds 12 horas em condicdes basais, mas depois de jejum de 48 horas
apenas a ingestdo de agua foi significativamente reduzida pelo tratamento com losartana i.c.v.
Assim, podemos concluir que SRA encontra-se ativado em condicdes de jejum, acompanhado
de aumento na expressdo de AT1 no SFO, e esta relacionado com a ingestdo de agua durante a
alimentacdo, como um importante mecanismo de manutenc¢do do volume e osmolalidade do
liquido extracelular durante a ingestéo de alimentos.

Palavras chaves: Orgéo subfornical, Angiotensina I1; Receptor para angiotensina do tipo 1;
Privacédo alimentar; Eletrofisiologia.
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ABSTRACT

Paes-Leme, Bruno. Role of ATi receptors at the subfornical organ, in the integration of
hydroelectrolytic and energetic balance. 2019. 95p. Thesis (PhD in Physiological
Sciences). Institute of Biological Sciences and Health, Department of Physiological Sciences,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Although classically involved in cardiovascular control and hydromineral balance, the renin-
angiotensin system (SRA) has been implicated in energy balance control. Angiotensin Il
(ANG 1) stimulating its type 1 receptor (AT1) may change body weight and food ingestion in
some experimental models of obesity. One of the main sites of action of circulating ANG Il is
the subfornical organ (SFO), a circumventricular organ related to the control of several
autonomic functions, motivated behaviors, and energetic metabolism. Thus, our hypothesis is
that ANG Il may act on AT: receptors to promote an integrate control of metabolic and
hydroelectrolytic balance during challenges of energetic homeostasis. This thesis aims three
main goals: a) investigate if a same SFO neuron is sensitive to ANG Il and glucose, and if
glucose concentration may influence this cell’s response to ANG II; b) evaluate if food
deprivation, as a hypoglycemic stimulus, may alter systemic SRA activity and AT expression
at SFO; c) and evaluate if ANG Il through AT: may influence food and/or water ingestion
after food deprivation. Male Wistar and Sprague-Dawley male rats were used and all
procedures have been approved by ethics committees in experimental animal use,
respectively: Queen’s University 2017-1735 and FMRP-USP 229/18. SFO neurons that
responded to ANG Il may be found in different phenotype populations of glucosensing, either
non-glucosensitive (43%), glucoexcited (52%) or glucoinhibited (71%). Cultures of SFO cells
grown at different glucose concentrations for 1, 6 or 24h did not change expression of AT:
receptors. Nevertheless, electrophysiological studies, shows that approximately 31% (n=4/13)
of tested SFO neurons didn’t responded to ANG II at 5SmM glucose medium but depolarized
to ANG Il at 10mM. It suggests that metabolic state of the organism may change the way the
central nervous system respond to ANG Il. Food deprivation lead to and increased plasmatic
concentration of ANG Il and of mRNA for ATia receptors at SFO. Treatment with losartan
(an ATy blocker) at low doses in drinking water, for 48h fasting attenuated the glycemic drop.
After access to food was reestablished, there’s only a tendency of decrease of food ingestion
at 60 min in the group treated with losartan. By that same one-hour period, this same group
exhibited a significative reduction in water intake. Yet, after 12 hours of
intracerebroventricular (i.c.v.) microinjections of losartan lead to food and water ingestion
decrease in basal condition, while after a 48h fasting, only water ingestion was significantly
decreased 12h after losartan i.c.v. Though we might conclude that SRA is activated in fasting
conditions, followed to an increase in ATi expression at SFO, which is related to water
ingestion during feeding, as an important mechanism of maintenance of volume and
osmolality of extracellular fluid during food ingestion.

Key words: Subfornical organ, angiotensin Il, Type 1 angiotensin receptor; Food deprivation;
Electrophysiology;
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1. INTRODUCAO

O sistema renina-angiotensina (SRA) € classicamente relacionado ao equilibrio
hidroeletrolitico e cardiovascular para manutencdo do volume do liquido extracelular e da
pressdo arterial. O principal efetor deste sistema é a angiotensina Il (ANG II), um dos
principais estimulos dipsogénicos conhecidos, que ainda apresenta uma notoria acédo
vasoconstritora, que lhe conferiu seu nome.

Estudos mostram que a manipulacdo farmacoldgica central ou periférica com ANG II
ou antagonista de seu receptor do tipo 1 (como losartana, por exemplo) é capaz de alterar,
além da ingestdo hidrica, a ingestdo de alimentos. Por tempos atribuiu-se este efeito como
reflexo de um aumento ou diminuicdo da ingestdo de agua. Entretanto, algumas evidéncias
sugerem que a ANG Il pode ter participacdo mais direta nos circuitos neurais que regulam o
comportamento motivado de ingestdo alimentar.

DistUrbios metabdlicos, como a sindrome metabdlica, sdo comumente associados a
alteracdes cardiovasculares, especialmente hipertensdo arterial. Um dos componentes mais
prevalentes na hipertensdo tanto em humanos como em animais é a desregulacéo do sistema
renina-angiotensina. O tecido adiposo, por si s6, apresenta componente do SRA a nivel local,
produzindo angiotensinogénio, renina e enzima conversora de angiotensina (ECA), e em
individuos obesos, mesmo pré-hipertensos, a concentracdo plasmatica da ANG Il estad
aumentada e pode participar no surgimento da hipertenséo arterial.

O bloqueio periférico dos receptores AT1 ou da producdo de ANG Il sdo importantes
abordagens terapéuticas usadas no controle da pressdo arterial. Tanto dados clinicos quanto
experimentais demonstram que estas drogas apresentam efeitos também sobre peso corporal
em pacientes hipertensos e em modelos animais. A ativacdo de receptores AT: parece estar
relacionada com algumas vias celulares comuns a horménios que regulam o metabolismo
energético, como a insulina e a leptina, e esta integracdo ja foi demostrada em diversas
regides encefélicas, inclusive no 6rgdo subfornical (SFO).

O SFO é um nucleo localizado na parede anterodorsal da lamina terminal, banhado
pelo terceiro ventriculo e muito préximo do plexo cordide. Este compreende um dos 6rgédos
circunventriculares e, sendo assim, apresenta capilares fenestrados que permitem a permeacéo
e atuacdo em suas células de substancias hidrofilicas e de alto peso molecular como peptideos
diretamente da circulacdo sistémica. O SFO € abundante em receptores para angiotensina do
tipo 1 (AT1) e € um dos principais sitios de acdo da ANG Il circulante no sistema nervoso
central, especialmente para a evocacdo de resposta dipsogénica. Além disso, por intermédio
do SFO, a ANG Il é capaz de gerar resposta pressora pela ativacdo do sistema nervoso
autbnomo simpatico.

O estudo de transcriptoma do SFO de ratos com privagdo alimentar por 48 horas
mostrou um aumento da expressdo de RNA mensageiro (MRNA) para receptores ATy,
indicando que o estado metabdlico pode influenciar as respostas centrais a ANG Il. Os
principais relatos na literatura sobre a manipulagdo do SRA influenciando a ingestéo
alimentar inclui desafios de aumento da ingestdo alimentar (dietas hipercaldricas e dieta de
cafeteria, por exemplo), e pouco se tem relatado sobre o envolvimento deste sistema e da
ANG Il em condigdes de restricdes alimentares e caldricas.
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Nossa hipdtese € que a ANG Il possa atuar no controle integrado do balanco
energético e hidromineral, e 0 SFO, uma importante regido do SNC e rica em receptores ATy,
possa ser o local onde este controle € iniciado.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar como a ANG Il, via receptores AT1, pode
atuar no controle da ingestdo alimentar e hidrica em respostas a privagdo de alimento, bem
como, entender de que modo o estado energético pode influenciar a resposta do SFO a ANG
I1. Especificamente, buscamos avaliar se a concentracdo de glicose pode alterar, in vitro, a
expressdo dos receptores ATia € a resposta eletrofisiologica de neurdnios do SFO a ANG 1.
Ainda, buscamos entender se existe algum fendtipo de glicossensibilidade predominante entre
0s neurdnios do SFO que respondem a ANG Il. Também, baseado nos dados de transcriptoma
previamente descritos, buscamos validar se a privacdo alimentar € capaz de alterar a
expressdo de receptores ATia no SFO, e a concentracdo de ANG Il plasmatica. Por fim,
objetivamos também avaliar se a ANG Il e seu receptor AT1 estdo envolvidos nos
comportamentos de ingestdo de agua e comida ap0s privacdo alimentar.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Sistema Renina Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um sistema neuroendécrino implicado
primariamente no controle hidroeletrolitico e cardiovascular, cujos principais estimulos séo
queda na pressao arterial, hipovolemia, diminuicdo na concentracdo de sédio plasmatico e
ativacao [B-adrenérgico (MECAWI et al., 2015; SPARKS et al., 2014). Suas principais
respostas, além da secrecdo de aldosterona, incluem o aumento da pressao arterial e alteracfes
comportamentais de ingestdo de liquidos e eletrolitos, bem como a diminui¢do a perda de
volume hidrico e de eletrolitos pela excrecdo urindria (ANTUNES-RODRIGUES, 2004).

O estudo deste sistema comecou com a primeira descricdo da relagcdo entre a doenca
renal e hipertrofia ventricular, que data de 1836, sendo que, apenas em 1898, Tigerstedt e
Bergman obtiveram um extrato de rim com efeito pressoérico, e ao isola-lo, chamaram-no de
renina (BASSO; TERRAGNO, 2001). Em 1934, dois grupos independentes, sendo um da
Argentina e outro dos Estados Unidos, demonstraram um composto secretado pelos rins capaz
de causar hipertensdo aguda. Este composto foi nomeado de hipertensina pelo grupo
sulamericano de Braun-Menéndez, e de angiotonina pelos estadunidenses liderados por Page,
até que apdés uma conferéncia em 1958 ambos concordaram a usar 0 nome angiotensina
(BRAUN-MENENDEZ; PAGE, 1958; SMULYAN; VILLARREAL, 2019).

A via classica deste sistema é a via periférica, e tem inicio com a ativagdo no aparelho
justaglomerular para a secre¢do de renina, uma aspartil-protease que faz uma clivagem
especifica na ap-globulina chamada angiotensinogénio dando origem a um decapeptideo
chamado angiotensina I. Ao passar por territdrios vasculares onde ha a presenca de uma
zinco-metalopeptidase chamada enzima conversora de angiotensina (ECA), sao clivados dois
aminoacidos da angiotensina I, gerando o octapeptideo angiotensina I, que é o principal
efetor deste sistema (SPARKS et al.,, 2014). O principal local de produgdo do
angiotensinogénio é o figado, de onde provém 70% de sua concentracdo circulante
(MULLICK et al., 2017) e, um territério vascular com grande expressdo de ECA sdo vasos
pulmonares (TAN et al., 2018). Entretanto, outros tipos celulares também podem produzir
todos os componentes deste sistema de forma local (LAVOIE; SIGMUND, 2003).

Um dos primeiros estimulos para secre¢do da renina se da nos rins, envolve alguns
diferentes mecanismos, podendo tanto ser pela queda de pressdo nas arteriolas aferentes,
como pela diminuicdo do contetdo sddio circulante percebido pelas células da mécula densa
(SPARKS et al., 2014). Entretanto, a ativacéo do sistema nervoso simpatico via receptores [3-
adrenérgicos nas células justaglomerulares também é uma importante forma de ativacdo do
SRA (CODY, 1997). Assim, o SRA é ativado em condicGes de hipotensdo, hipovolemia,
hiponatremia e/ou aumento da atividade do sistema nervoso simpatico, tendo como etapa
limitante a secrecdo da enzima renina (TAKIMOTO-OHNISHI; MURAKAMI, 2019).

Os principais receptores do SRA séo 0s receptores angiotensinergicos do tipo 1 (AT1)
e tipo 2 (AT.), alem dos receptores ATz e AT4 menos abundantes. Estes sdo receptores com
sete dominios transmembrana acoplados a proteina G (MATSUSAKA,; ICHIKAWA, 1997).
Os receptores ATy, principais responsaveis pelos efeitos da ANG Il, encontram-se presentes
nos mais diversos tecidos. No SNC, o receptor angiotensinérgico mais comum é ATy, sendo
encontrado mais abundantemente na lamina terminal, nucleo paraventricular do hipotalamo,
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ndcleo lateral parabraquial, bulbos ventrolaterais rostral e caudal, ndcleo do trato solitario e
coluna intermediolateral da espinha toracolombar (MCKINLEY et al., 19. 96)

Os receptores ATy sdo acoplados a proteinas G (embora também seja possivel que haja
ativacdo de receptores tirosina-quinase), dentre as quais as mais significativas sdo proteinas
Gy, Gi, Gai2, Gaiz € Gu (TOUYZ; BERRY, 2002). Estas proteinas heterotriméricas sao
responsaveis pelos mais diversos efeitos da ANG Il. A proteina Gqi, por exemplo, esta
relacionada com a ativacdo da fosfolipase G e producdo de cGMP. Mas o principal
responsavel pelos efeitos mais evidentes dos receptores AT:1 & a proteina Gq, que leva a
ativacao da fosfolipase C (PLC, da sigla em inglés phospholipase C) de onde tem-se producéo
de 1,4,5-inositoltrifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) a partir de fosfolipideos de membrana.
IP3 e DAG estdo envolvidos na mobilizacdo de calcio do reticulo sarcoplasmaético e ativacdo
da proteina quinase C (PKC, da sigla em inglés protein kinase C) (USHIO-FUKAI et al.,
1998). S6 a mobilizagdo de Ca®* per se é importante para contracdo de musculatura lisa
vascular (SIMPSON; FERGUSON, 2018). A ativacdo da fosfolipase A2 (PLA?) por sua vez,
cliva fosfolipideos de membrana gerando &cido aracddnico, que é substrato para geracao de
prostaglandinas como a H»> (PGH2) e tromboxano, levando a ativagdo do complexo do
citocromo P450 e de enzimas da linhagem das quinases ativadas por mitégenos (MAPK)
(BONVENTRE, 1992). Ativacdo destas quinases, junto com outras como a propria tirosina
quinase, ativam vias intracelulares responsaveis por outros diversos efeitos da ANG Il como
regulacao do crescimento e diferenciacdo celular, apoptose, migracéo celular e deposicdo de
matriz extracelular, acdo pro-inflamatoria e estimulo para secrecdo de outros fatores de
crescimento e vasoconstritores (TOUYZ; BERRY, 2002). A ativacdo da MAPK, por
exemplo, é comum as vias de outros horménios como leptina (LI et al., 2016) e insulina
(BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012), que sdo relacionados ao controle do metabolismo
energetico.

Os receptores AT: sdo bloqueados por bifenilimidazois como losartana e seus
derivados como telmisartana, olmesartana, etc, drogas comumente chamadas de antagonistas
de receptores de angiotensina (¢ comum vé-los chamados de ARB, da sigla em inglés para
angiotensin receptor blockers) (TOUYZ; BERRY, 2002). Outra classe de drogas de amplo
uso comercial que atua sobre 0 SRA séo os inibidores da enzima conversora de angiotensina
(iIECA) amplamente usada em diversos distarbios cardiovasculares (BORGHI; ROSSI, 2015),
cujo primeiro farmaco da classe foi o captopril (RUBIN; ANTONACCIO; HOROVITZ,
1978).

Os principais efeitos da ANG Il sdo mediados pela sinalizagdo promovida pela
ativacdo dos receptores AT: e incluem: estimulo da secre¢cdo do mineralocorticoide
aldosterona pela zona glomerulosa da glandula adrenal (CARPENTER; DAVIS; AYERS,
1961); acdo vasoconstritora direta (YOSHIDA et al., 1994); estimulo e facilitacdo da
atividade do sistema nervoso autdbnomo simpatico em diversos niveis, incluindo central em
regibes como 6rgéo subfornical (FERGUSON; BAINS, 1997), nlcleos hipotalamicos, como o
paraventricular (FERGUSON, 1988; LI; FERGUSON, 1993b), &rea postrema (FINK;
BRUNER; MANGIAPANE, 1987) e bulbo encefalico (ITO; SVED, 1996); secrecdo de
vasopressina (FERGUSON; RENAUD, 1986); e estimulo do comportamento motivado para
ingestdo de agua (EPSTEIN; FITZSIMONS; ROLLS, 1970) e sodio (BERESFORD;
FITZSIMONS, 1992; MECAWI et al., 2013). Todas estas agdes em conjunto visam manter a
volemia e a pressao arterial frente a desafios fisioldgicos.

Ainda, a enzima conversora de angiotensina do tipo 2 (ECA2) pode converter ANG | e
ANG Il em ANG(1-7), que pode atuar tanto em receptores AT> como em receptores Mas,
com efeitos muitas vezes antagonicos aos da ativagdo de AT1 por ANG Il (DOS-SANTOS et
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al., 2017). A Figura 1 sintetiza as informagdes aqui apresentadas acerca da via classica do
SRA sistémico e seus principais efeitos.
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Figura 1. Visdo simplificada do sistema renina-angiotensina (SRA). A figura esquematica mostra alguns
componentes do SRA classico, mostrados em negrito, enquanto os eixos mais recentes envolvendo angiotensina (1-7) e
receptores Mas estéo representados em italico. Estdo também resumidas algumas func¢des do SRA envolvendo especialmente
o controle do equilibrio hidroeletrolitico e da presséo arterial. Adaptado de Schweda (2015).

2.2. Alteracdes metabolicas e disturbios cardiovasculares mediados pelo SRA

Além da proliferacdo de tecido adiposo, a obesidade € uma sindrome caracterizada por
uma série de disfungdes como hiperglicemia, elevada concentracdo de triglicerideos,
diminuicdo do colesterol HDL. Ao conjunto destas alteracdes, da-se 0 nome de sindrome
metabolica (KINTSCHER et al., 2007).

Sinais e respostas metabolicos e cardiovasculares podem interagir tanto em situagdes
fisiolégicas como patoldgicas. A relacdo entre hipertensdo e obesidade vem sendo estudada
desde a década de 1960. Kannel e colaboradores (1967), no seu chamado “O Estudo de
Framingham” comec¢aram a documentar a relagdo entre essas duas sindromes. Desde entdo, a
relacdo entre obesidade e a hipertensdo tem ganhado cada vez mais importancia. Inclusive,
cerca de 80% dos casos de hipertenséo estdo relacionado a obesidade (HALL et al., 2015), e 0
tratamento da hipertensdo inclui o controle da sindrome metabélica (DEMARCO et al.,
2014). Esta interacdo também é chamada de sindrome cardiometabolica (CABANDUGAMA,;
GARDNER; SOWERS, 2017; MANRIQUE et al., 2009).
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A superatividade do SRA é um fator importante em algumas condicGes patoldgicas,
especialmente hipertensdo, como mostrado em diversos modelos animais e em pacientes
humanos (ATKINSON et al., 1980; CARRETERO et al., 1971; PALS et al., 1971; TONEY,;
PORTER, 1993; XIAO et al., 2013). Assim, muitos tratamentos contra hipertensdo sao
diretamente relacionados a atenuagdo da agdo da angiotensina Il em seu receptor AT:
(FYHRQUIST et al., 1972; WEBER, 1997). Interessante notar que em individuos obesos, 0s
niveis de ANG Il e de ECA estdo aumentados, e seus efeitos podem estar associados com a
proliferacdo do tecido adiposo (CASSIS et al., 2008; SCHUTTEN et al., 2017). O tecido
adiposo, inclusive, é o segundo maior produtor de angiotensinogénio depois do figado (IAN
PHILLIPS; SPEAKMAN; KIMURA, 1993) e é o que mais contribui para o aumento do
angiotensinogénio plasmatico em individuos obesos (BOUSTANY et al., 2004). Em tempo,
ha receptores AT: no tecido adiposo (ENGELI et al., 1999) e, inclusive em humanos, ja é
relatada sintese de aldosterona por adipdcitos mediados por estes receptores (BRIONES et al.,
2012). A ativacdo cronica do SRA também pode levar a resisténcia insulinica, principalmente
através do estresse oxidativo, ativando enzimas como 6xido nitrico (NO) sintase, xantina
oxidase e enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial (MANRIQUE et al., 2009). A
hiperinsulinemia compensatoria a resisténcia insulinica, por sua vez, eleva a pressdo arterial
(LANDSBERG, 2001). A leptina, que esta elevada durante a obesidade, é capaz de aumentar
a atividade do sistema nervoso autdnomo simpético (SNS) (HAYNES et al., 1997). Assim,
fatores relacionados com o balanco energético e metabolico podem se relacionar com o SRA
propiciando o desenvolvimento do quadro de hipertensdo arterial. A Figura 2 resume alguns
destes efeitos de integracdo mencionados.
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Figura 2. Integracdo entre obesidade, resisténcia insulinica e ativacdo do SRA e do SNS na fisiopatologia da
hipertensdo na sindrome metabélica. Insulin: insulina; SNS activity: atividade do sistema nervoso simpatico; Vascular
tone: tdnus vascular; Noradrenaline re-uptake inhibition: inibicdo da recapta¢do de noradrenalina; Mineralocorticoid
releasing factors: fatores de liberacdo de mineralocorticoides; Angiotensinogen: angiotensinogénio; Hypertension:
hipertensdo; NO production: produgdo de ¢xido nitrico; Na* reabsorption: Reabsorcdo de Na*; Volume expansion:
expansao de volume. Fonte: Manrique et al (2009).
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Desde os primeiros estudos em animais com administracdo intracerebroventricular
(i.c.v.) de ANG Il sempre se observou o efeito de aumento da ingestdo hidrica (EPSTEIN;
FITZSIMONS; ROLLS, 1970). Entretanto, o efeito da ANG Il e da manipulacdo
farmacoldgica ou génica de seu sistema no controle do balanco energético ndo é sempre
relatado. Ha descricdo de perda de peso e diminuicdo na ingestdo alimentar em animais que
sdo tratados com infusdo i.c.v. de ANG Il (GRONAN; YORK, 1979; PORTER; POTRATZ,
2004). Ainda, Weisinger e colaboradores (1997), fazendo infusdo central de ANG Il por duas
horas, mostraram que além do aumento da ingestdo hidrica, hd diminuicdo da ingestdo
alimentar. A infusdo periférica constante de ANG Il mostra diminuicdo no ganho de peso
tanto quando feita por via intraperitoneal (CASSIS et al., 2002; DIZ; BAER; NASJLETTI,
1983; MUTHALLIF et al., 2000) quanto por via subcutanea (BRINK et al., 2001; BRINK;
WELLEN; DELAFONTAINE, 1996; CASSIS et al., 1998), acompanhado, muitas vezes por
aumento da ingestdo hidrica e diminuicdo da ingestdo alimentar. Em camundongos, o efeito
anorexigénico também é observado com angiotensina Il i.c.v. in bolus (NAKANO-TATENO
et al., 2012; OHINATA et al., 2008) ou infusdo continua (YOSHIDA et al., 2012), sendo que
neste Ultimo caso, houve também diminuig&o do peso corporal.

Como esperado, drogas que inibem a sintese da ANG Il ou sua a¢cdo nos receptores
AT, também influenciam o metabolismo energético. Inibidores da ECA, como o captopril,
enalapril ou perindopril, sdo capazes de diminuir a ingestdo alimentar e peso corporal em
diversas condicOes alimentares tanto em ratos (DE KLOET et al., 2009; SANTOS et al.,
2008; WEISINGER et al., 2008) como em camundongos (PREMARATNA et al., 2012,
WEISINGER et al., 2009). Um possivel efeito proposto é que o bloqueio da ECA periférica
aumenta a concentragdo de angiotensina Il central (DE KLOET et al., 2009). Entretanto,
antagonistas do receptor AT: também tem efeitos anorexigénicos e de diminuigdo do peso
corporal semelhante ao da propria angiotensina Il, sendo inclusive apontados com um
possivel papel na prevencao da obesidade (WEISINGER; BEGG; JOIS, 2009). Losartana e
outros antagonistas AT1 demonstraram efeitos de reducdo da ingestéo alimentar e do ganho de
peso em condicdes de dietas hipercaléricas (MACHADO et al., 2012; MIESEL et al., 2012;
SAGAE et al., 2013; SHARIEH HOSSEINI; KHATAMSAZ; SHARIATI, 2014; SMITH et
al., 2014). A telmisartana também previne o ganho de peso em ratos submetidos a dieta de
cafeteria (MULLER-FIELITZ et al., 2015) e tem efeitos antiobesidade em linhagem de
linhagem de ratos obesos (MULLER-FIELITZ et al., 2014). Quando associados a inibidores
da ECA, o bloqueio dos receptores AT1 levam a diminuigdo do ganho de peso, mas sem efeito
adicional de um tratamento ao outro (MIESEL et al., 2012). Estes efeitos de bloqueio AT;
ndo sdo restritos apenas a modelos animais, mas também ocorrem em humanos
(KINTSCHER et al., 2007).

2.3. O 6rgdo subfornical como integrador central de sinais periféricos

O sistema nervoso central (SNC) coordena as respostas de todo o organismo animal, e
por isso mesmo, precisa de um sistema de protecdo contra possiveis agentes lesivos e
infecciosos que possam afetar o seu funcionamento. A principal barreira fisica do SNC contra
moléculas lesivas e agentes patoldgicos circulantes € a barreira hematoencefalica (BHE). Este
é 0 termo usado para designar uma série de propriedades da microvasculatura do SNC como:
vasos continuos de membrana basal completa que apresentam caracteristicas adicionais como
jungdes comunicantes estreitas, células murais e astrocitos, adicionando ainda mais restrigdes
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para patogenos, agentes inflamatorios e toxinas (DANEMAN; PRAT, 2015). Este é um
mecanismo de protecdo importantissimo, mas confere algumas restricdes na integracdo do
SNC com as pistas hidrominerais, metabolicas, cardiovasculares, imunologicas e endocrinas
circulantes do milieu interieur, impedindo que alteracdes de osmolaridade, glicose, célcio,
sodio, aminodcidos hidrofilicos e peptideos sejam percebidas na maior parte do SNC
(FERGUSON, 2014).

No entanto, nem todo SNC encontra-se isolado pela BHE. Algumas areas encefélicas
que circundam os ventriculos cerebrais ndo possuem BHE e foram chamados de “orgaos
circunventriculares” (OCV), primeiramente por Hofer (HOFER, 1958 apud MIYATA, 2015).
Hoje, algumas estruturas séo classificadas como tais podendo ser divididas em OCVs
secretdrios como neuro-hipofise, eminéncia média e pineal e OCVs sensoriais, como 0 6rgao
vasculoso da lamina terminal (OVLT), a area postrema e o0 6rgao subfornical (SFO, do termo
em inglés subfornical organ) (MIYATA, 2015).

O SFO é um OCV sensorial localizado na parede anterodorsal do terceiro ventriculo,
dorsal a comissura anterior, cujas fungdes incluem acBes bem estabelecidas na regulagédo
neuroenddcrina de diversos sistemas fisiologicos e respostas comportamentais (MIMEE;
SMITH; FERGUSON, 2013). O SFO consiste em uma estrutura ovoide na linha central do
eixo mediano, que se projeta para o lumen do terceiro ventriculo cerebral ao nivel de foramen
interventricular. Esta estrutura se origina da parede ependimaria do telencéfalo, da porc¢édo
dorsal da placa comissural até o ponto de origem do plexo coroide telencefalico.
Morfologicamente € composto pelo pericario dos neurdnios e seus dendritos e axonios,
dendritos e axonios provenientes de outras regides encefalicas, células microgliais,
epedimarias e tanicitos, neurdnios supra ependimais, € um rico suprimento vascular
(DELLMANN; SIMPSON, 1979). O SFO apresenta conexdes com as mais diversas areas do
SNC, incluindo ndcleo mediano pré-optico, septo medial, 6rgao vasculoso da lamina terminal
(OVLT), e ndcleos hipotalamicos como o supra-Optico, 0 supraquiasmatico e o
paraventricular (PVN, da sigla em inglés para paraventricular nucleus) (LIND; VAN
HOESEN; JOHNSON, 1982).

A estimulacdo elétrica do SFO leva ao comportamento de ingestdo de agua (SMITH;
BENINGER; FERGUSON, 1995), enquanto lesdes no SFO inibem a resposta da angiotensina
Il periférica em provocar o comportamento motivado de ingestdo por dgua (THRASHER;
SIMPSON; RAMSAY, 1982). Ainda, tanto a estimulacdo elétrica do SFO (FERGUSON;
DAY; RENAUD, 1984), como a estimulacdo de receptores AT pela ANG Il séo capazes de
elevar a pressdo arterial via PVN (COBLE et al., 2015), mostrando a participacdo deste
nucleo no controle cardiovascular. Integrando estas fung¢bes hidromineral e cardiovascular, o
SFO leva a secrecdo de horménios neuro-hipofisarios (FERGUSON; RENAUD, 1986)
envolvidos tanto no controle da pressdo arterial como no equilibrio hidroeletrolitico, como
vasopressina (FERGUSON; KASTING, 1986) e ocitocina (FERGUSON; KASTING, 1987)
por intermédio de ANG Il (FERGUSON; KASTING, 1988). Ainda que ndo muito abordado,
ao ser estimulado, o SFO € capaz de elevar o comportamento motivado de ingestdo alimentar
(SMITH; ROZANSKI; FERGUSON, 2010), e isso pode ser devido a proje¢es do SFO a
regides relacionadas com fome, como o nucleo arqueado (ROSAS-ARELLANO; SOLANO-
FLORES; CIRIELLO, 1993).

Assim, pelas suas caracteristicas e localizagcdo, o SFO pode responder a diversos
estimulos circulantes, e pode integrar estas respostas de diferentes naturezas. O SFO € rico
em receptores ATy, sendo um importante alvo da ANG Il circulante, que naturalmente ndo
atravessa a BHE devido a suas caracteristicas moleculares (SIMPSON; ROUTTENBERG,
1973; XU; XINGHONG, 1999), sendo a resposta eletrofisiologica dos neurbnios do SFO a
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ANG I, quando responsivos, sempre no sentido da despolarizagdo (CANCELLIERE;
FERGUSON, 2017; FERGUSON et al., 1997; SIMPSON; FERGUSON, 2017). Sinais
metabdlicos também podem atuar sobre o SFO, como a leptina, (SMITH et al., 2009),
adiponectina (ALIM et al.,, 2010), amilina (PULMAN, 2006; RIEDIGER; RAUCH;
SCHMID, 1999), e peptideos de origem de células enddcrinas gastrointestinais como ghrelina
(TAKAYAMA et al., 2007), e colecistocinina (CANCELLIERE; FERGUSON, 2017). Os
neurbnios do SFO também podem responder a alteracdes da glicemia, sendo a metade destes
neurdnios classificados como glicossensiveis. Destes, metade responde como glicoexcitaveis
(GE) e metade como glicoinibidos (Gl), e 0 mecanismo de agédo sobre esta glicossensibilidade
permanece ainda incerto (MEDEIROS; DAI; FERGUSON, 2012). Ora, se 0 SFO é capaz de
receber informacGes metabdlicas, cardiovasculares e hidroeletroliticas, ndo poderia este ser
um local de integracao entre estes estimulos? Também é descrito que a resposta de neurénios
do SFO a ANG Il varia de acordo com a concentracdo de glicose onde estas células séo
incubadas e registradas, sendo que quanto maior a concentracao de glicose, maior a proporgédo
de neurdnios que respondem a ANG Il (CANCELLIERE; FERGUSON, 2017), o que reforca
gue a ANG Il no SFO pode sofrer influéncia do estado energético do organismo. Por fim,
estudos de transcriptoma do SFO de ratos em privacao alimentar de 48h indicam o aumento
da expressdo de RNA mensageiro para AT: (HINDMARCH et al., 2008). O significado desta
alteracéo na expressao do receptor foi a base de algumas das perguntas da presente tese.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

O presente trabalho tem por objetivo avaliar como a ANG II, via receptores ATy, pode
atuar no controle da ingestdo alimentar e hidrica em respostas a privacdo de alimento, bem
como, entender de que modo o estado energético pode influenciar a resposta do SFO a ANG
.

Obijetivos especificos:

e Avaliar se a concentracdo de glicose pode alterar, in vitro, a expressdo dos receptores
AT, e aresposta eletrofisiologica de neurénios do SFO a ANG |I.

e Avaliar se ha algum fenoétipo de glicossensibilidade predominante entre os neurénios
do SFO que respondem a ANG II.

e Avaliar se a privacdo alimentar é capaz de alterar a expressao de receptores ATia nO
SFO, e a concentracdo de ANG Il plasmatica.

e Auvaliar se a ANG Il e seu receptor ATy, central e perifericamente, estdo envolvidos
nos comportamentos de ingestdo de &gua e comida apos privacdo alimentar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e apreciacao ética de seu uso

Os experimentos realizados no Canada (experimentos de eletrofisiologia e incubacdo de
células do SFO em diferentes concentracdes de glicose dos protocolos | e Il) usaram ratos
Sprague-Dawley machos (Charles River, Québec, Canada) seguindo as diretrizes do Canadian
Council on Animal Care e aprovados pelo Queen’s University Animal Care Committee at
Queen’s University (Kingston, ON, Canada), sob numero de protocolo 2017/1735. Ja os
experimentos realizados no Brasil, dos protocolos 11, 1V e V, usaram ratos Wistar machos
(provenientes do Biotério Central da USP de Ribeirdo Preto ou do Biotério de Criacdo do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas do ICBS/UFRRJ), e os procedimentos foram
submetidos e aprovados pela CEUA da FMRP-USP sob o protocolo 229/18. Em todos 0s
casos, os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12h (6:00 e 18:00), temperatura
controlada (22+2° C) com comida (racdo peletizada para roedor) e agua ad libitum.

4.2. Protocolos Experimentais

O presente trabalho foi realizado em alguns protocolos experimentais distintos a fim de
responder as questdes propostas para elucidar a participacdo dos receptores ATi1 no balanco
energético. Os experimentos realizados sdo os abaixo descritos:

Experimento |I. Efeito da concentracéo de glicose sobre a expressédo dos receptores AT1a
em cultura de células dissociadas do SFO

Para avaliar se neurdnios mantidos em diferentes concentracGes de glicose apresentariam
diferengas na expressdo de receptores AT, foram realizados experimentos de cultura celular
de células dissociadas do SFO, incubados em diferentes concentracBes de glicose (1mM,
5mM e 10mM) por diferentes periodos de tempo (1h, 6h e 24h) para avaliacdo da expressdo
de mRNA para o receptor ATj.

Experimento 1l. Caracterizacdo eletrofisiolégica de neurénios isolados do SFO
responsivos a ANG Il quanto a sensibilidade a glicose

Com o objetivo de determinar se 0s neurdnios que respondem a ANG Il pertencem a algum
fenotipo de glicossensibilidade especifico, fizemos estudos eletrofisiologicos com a técnica de
patch-clamp em neurdnios dissociados isolados do SFO na configuracédo de perforated patch.
Os neurénios eram testados para ANG I, alterando a concentracdo de glicose do meio, eram
classificados como GE, Gl ou nGS. Tambem foi testado se um mesmo neurdnio altera sua
resposta a ANG Il dependendo da concentracao de glicose na qual esta sendo registrado, a fim
de se avaliar se a glicemia poderia alterar a resposta destes neurénios a ANG 1.

Experimento I11. Efeito da privacgédo alimentar no sistema renina-angiotensina periférico e
expressao de receptores ATia no SFO

Este protocolo teve o objetivo de avaliar a concentracdo plasmatica de ANG I, ANG I,
vasopressina e corticosterona, além da expressao génica dos receptores AT1a no SFO apds a
privacdo alimentar. Para tal, ratos Wistar machos adultos (220,7+4,974g; n=27) foram
divididos em trés grupos (n=9/grupo) e alocados em caixas coletivas com livre acesso a racao
e a4gua, com peso corporal acompanhado diariamente. Primeiramente foi retirada a racdo dos
animais que ficariam 48h em jejum, e, depois de um dia, foi retirada a racdo do grupo 24h de
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jejum. No dia seguinte, todos os animais foram submetidos a eutanasia por decapitagdo no
periodo da manhd (das 8:00 as 11:00) para coleta de sangue com inibidores de peptidases para
determinacdo de ANG | e Il plasmaticos e em heparina para hematdcrito e coleta de plasma
para mensuracdo de sodio plasmatico, vasopressina e corticosterona. Os encéfalos foram
coletados e conservados a -80°C em condig0es livres de RNase para posterior procedimento
de micropunch do 6rgéo subfornical para ensaio de RT-qPCR.

Experimento IV. Efeito do bloqueio periférico de receptores AT1 na ingestdo alimentar e
hidrica apos privacao alimentar

Este protocolo teve por objetivo avaliar se 0 bloqueio de receptores AT; por losartana seria
capaz de alterar peso corporal, volume urinério, glicemia, hematdcrito, concentracdo
plasmatica de sddio e ingestdo de dgua em condigdes de privacdo alimentar. Para tal, ratos
Wistar (331,6+7,134g, n=24) foram divididos em 4 grupos (n=6/grupo), 0s com acesso a agua
ou losartana em baixas concentraces como Unica fonte de fluidos, mantidos com acesso a
comida ou em privacéo alimentar de 48h (Agua/Racdo, Agua/Jejum, LOS/Ragdo, LOS/Jejum,
n=6 por grupo). Os animais foram privados ou ndo por 48h nas gaiolas metabdlicas recebendo
agua ou losartana de acordo com o grupo e, parte dos animais foi submetida a eutanasia antes
da reapresentacdo (n=6 por grupo) para coleta de sangue para hematocrito e dosagem sédio
plasmético. Outros animais (n=6 por grupo) foram avaliados durante o jejum e apds a
reapresentacdo de racdo, sendo entdo acompanhado a ingestdo de fluidos e racdo, peso
corporal e volume urinario por até 12 horas.

Experimento V. Efeito da administracdo de angiotensina 1l e losartana
intracerebroventricular em condicdes basais e apds privacédo alimentar

Para avaliar se a manipulacdo central aguda do SRA afeta a ingestéo alimentar de animais em
condicdes basais e apds 48h de privacdo alimentar, ratos Wistar machos (319,5+4,88g; n=37)
foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implante de canula-guia no ventriculo lateral.
Uma vez recuperados da cirurgia, os animais foram alocados em gaiolas metabdlicas,
adaptados e foi avaliada a ingestdo de agua e racdo e peso corporal apds a administracao
central de veiculo (NaCl 0,9%, grupo controle), ANG Il ou losartana. Os animais foram entao
privados por 48h de racdo e avaliou-se novamente a ingestdo de agua e ragdo e peso corporal
apos a administracdo central de veiculo, ANG Il e losartana e reapresentacédo de racao.

4.3. Experimento I: Efeito da concentracéo de glicose sobre a expressdo dos receptores
AT1a em cultura de células dissociadas do SFO

4.3.1. Preparagédo de neurdnios do SFO

As culturas de células do SFO foram obtidas com descrito anteriormente por Ferguson e
colaboradores (1997). Ratos Sprague-Dawley machos (100-175g) foram decapitados sem
anestesia prévia e tiveram seus encéfalos coletadas e imediatamente colocados em liquido
cefalorraquidiano artificial (aCSF, do inglés artificial cerecrospinal fluid) contendo (em mM)
NaCl 124, KCI 2,5, MgSO4 1,3, KH2PO4 1,24, NaHCO3 20, glicose 10 e CaCl, 2,27,
oxigenado e gelado a temperatura de gelo. Um bloco contendo a comissura hipocampal foi
separado e o SFO era dissecado do tecido adjacente, e imediatamente levado a uma gota de
meio Hibernate-A (Thermo Fisher Scientific) suplementado com B27 (GIBCO, Gaithersburg,
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MD, EUA). Para cada dissociacdo, seis a nove animais foram usados e tiveram seus SFO
coleados e transferidos para uma solucdo contendo 10-16mg de papaina liofilizada
(Worthington Biochemical, Lakewood, NJ, EUA) dissolvido em 5mL de Hibernate-A a 37°C
para dissociacdo enzimatica das células. Depois de 30 minutos, a solucdo de papaina foi
lavada duas vezes com a solucdo Hibernate-A/B27 para remocdo da enzima. Os SFOs foram
entdo submetidos a trés ciclos de trituracdo, em uma etapa de dissociacdo mecanica, que
consistia em fluxos turbulentos com uma pipeta de 1mL para causar o afastamento dos
neurdnios um dos outros e de outras células como a glia. Os tubos contendo as células eram
centrifugados a 100 G por oito minutos e o sobrenadante era descartado. O pellet era
ressuspendido com solucao de Neurobasal-A suplementado com B-27, 227 uM de piruvato de
sodio, 100 U/mL de penicilina-estreptomicina (Thermo Fisher Scientifica, Waltham, MA,
EUA), e glicose a 1mM, 5mM ou 10mM, dependendo do protocolo.

4.3.2. Incubacédo de células do SFO e protocolo geral de RT-qPCR

Os neurdnios foram incubados em tubos epperdorfs de 1,5mL abertos em diferentes
concentracdes de glicose (ImM, 5mM e 10mM) a 37°C e 5% CO.. Decorrido o tempo de
incubacdo de cada um dos grupos (1h, 6h e 24h), os tubos eram retirados da incubadora e
levados para congelamento a -80°C. Assim, obteve-se amostras de células cultivadas em trés
diferentes concentracdes de glicose por trés periodos de tempo distintos. No momento da
extracdo de mMRNA as amostras foram descongeladas e mecanicamente homogeneizadas com
1 mL de solucéo de QIAzol Lysis e deixados a temperatura ambiente por cinco minutos antes
de serem submetidos a centrifugacdo (15 minutos a 10.000g a 4°C), e, a partir dai, seguiam 0s
protocolos de extracdo em colunas do kit RNeasy e de sintese de cDNA descrito no topico
3.5.1. As sondas usadas foram para p-Actina (Rn00667869 ml) e para ATia
(Rn01435427_m1).

4.4 Experimento 1l: Caracterizacao eletrofisiologica de neuronios isolados do SFO
responsivos a ANG Il quanto a sensibilidade a glicose

4.4.1. Preparacdo de neur6nios do SFO

Ratos Sprague-Dawley (100-175g) foram decapitadas sem anestesia prévia e tiveram o SFO
coletado e dissociado como descrito no topico de preparacdo de neurénios do SFO (4.3.1).
Entretanto, neste caso, foram usados trés animais por pool em cada experimento. A
dissociacdo seguia igual ao que fora anteriormente citado até os pellets serem ressuspensos. A
solucdo com as células dissociadas era entdo aliquotada em placas Corning de base plastica
(Sigma, St Louis, MO, EUA) a baixa densidade (~10 células/mm?) para garantir que ndo
fossem formados contatos sinapticos entre as células, e eram incubadas por 1,5 a 2 horas
[incubador (Forma Scientific, Marietta, OH) mantido a 37°C e 5% CO> misturado com ar
ambiente] para permitir as células aderirem ao fundo da placa. Em seguida, 2mL da solucéo
de Neurobasal-A (como descrita anteriormente, com concentracdo de glicose a 1mM, 5mM
ou 10mm) era adicionado em cada placa, que era mantida em cultura por um minimo de 24
horas antes do uso. As células foram mantidas por até seis dias na incubadora, com solucéo de
Neurobasal-A renovada a cada 48h a 72h.
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4.4.2. Eletrofisiologia

Registros de neurdnios do SFO foram obtidos usando amplificador de patch clamp
Multiclamp 700B (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Parametros de estimulo e
registro foram controlados pelos softwares Spike 2 (versdo 8.01) e Signal (versdo 6.01)
(Cambridge Electronics Design, Cambridge, UK). Dados foram obtidos a 10Hz, filtrados a
2Hz e digitalizados usando interface Micro1401 (Cambridge Electronic Design). Anfotericina
B (Sigma-Aldrich) foi usado como agente perfurante, de acordo com protocolo previamente
descrito (CANCELLIERE; FERGUSON, 2017). O agente antifingico era diluido em DMSO
(20pL de DMSO a 2% por mg de anfotericina B), agitado em vortex por 2 minutos e estocado
a -20°C por um periodo de no maximo 72h. Aproximadamente 8-10uL de solucdo de
anfotericina B era descongelada e adicionada a solucéo interna de pipeta, agitado por vortex e
sonicador. Uma nova solucéo de pipeta com anfotericina B (concentracdo final de 400uL/mL)
era preparada a cada 2-3 horas imediatamente antes do registro. A solucdo interna de pipeta
continha o seguinte (em mM) gluconato de potassio (CsH11KO7) 125, KCI 10, MgCl, 2,
HEPES 10, EGTA 1, CaCl> 0,3 e NaATP 2, a pH 7.2 com KOH, esterilizado por filtragdo a
0,22uM, e estocado a -80°C (faixa de osmolaridade aceitavel: 280-300mmol/kg). As pipetas
foram feitas com vidro borossilicato (World Precision Instruments, Sarasota, FL, EUA) em
um puxador de micropipetas Flaming Brown (modelo P97; Sutter Instrument, Novato, CA,
USA), e tinham resisténcia de 2,5-5 MQ quando cheios com solugdo interna e tocando o
banho. A solucdo externa usada para o registro continha (em mM): NaCl 140, KCI 5, CaCl; 2,
MgCl, 1 e HEPES 10 a pH 7,2 com NaOH. A concentracdo de glicose da solucdo externa
dependia do protocolo usado. Para solucdo externa com glicose a 5mM, 5mM de manitol era
adicionado para compensar a diferenca na osmolaridade (faixa de osmolaridade aceitavel:
280-300mosm/L). As placas com as células eram perfundidas com a solugédo extracelular por
gravidade em um sistema aquecido (37°C) num fluxo de 1 a 3 mL/min e o fluido era
removido via bomba de vacuo. Antes do registro, a ponta da pipeta era mergulhada na solucao
interna por aproximadamente meio segundo e depois preenchido com 8uL de solugdo interna
com anfotericina B. Usando um micromanipulador MP-225 (Sutter Instruments), a pipeta era
abaixada no banho em uma célula selecionada por suas caracteristicas morfoldgicas. Uma vez
que era feito um contato com a membrana, uma leve pressdo negativa era aplicada no intuito
de atingir um selo com resisténcia acima de 1 GQ, e depois aguardava-se de 30 a 40min para
a anfotericina B formar poros na membrana até a que resisténcia estabilizasse. Capacitancia e
resisténcia em série eram compensadas antes do registro. Células eram identificadas como
neurénios quando correntes de sodio de ativacdo e inativacdo rapidas (Ina) podiam ser
encontradas apés aplicacdo de voltage steps no modo de voltage-clamp. Neurdnios que nao
apresentassem potenciais de acdo >50mV, seja espontaneamente ou evocada por injecdo de
corrente, quando na configuracdo current-clamp, ndo eram consideradas para analise. Uma
corrente de -15,7mV era somada ao potencial de membrana (Vm) reportado pelo sistema de
registro para corre¢do dos valores de acordo com o que fora previamente calculado para o
equipamento. Era aguardado um minimo 5 minutos de registro estavel para controle antes de
iniciar os protocolos.

Os registros eletrofisioldgicos iniciais eram obtidos de células incubadas e inicialmente
registradas a 10mM de glicose, com afericdo da glicossensibilidade sendo feita com a
diminuicdo da concentracdo de glicose no meio para 5mM por 300 a 500 segundos.
Escolhemos iniciar neste protocolo porque ja era sabido que nesta concentragcdo temos uma
maior propor¢do de neurdnios responsivos a ANG Il (CANCELLIERE; FERGUSON, 2017).
Neurdnios que respondiam com hiperpolarizacdo a reducéo da glicose de 10 para 5 mM eram
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classificados como glicoexcitdveis (GE), os que respondiam com despolarizacdo eram
classificados como glicoinibidos (GI) e as células onde a alteracdo da glicose nédo levava a
alteracbes no Vm eram classificadas como ndo-glicossensiveis (nGS), como previamente
mostrada por Medeiros et al. (2012). Depois da classificacdo quanto a resposta a glicose, para
avaliar a resposta a ANG Il, era perfundido ANG Il no banho a concentracdo de 10nM, em
um volume aproximado de 2mL. Um segundo conjunto de experimentos foi obtido em células
incubadas e inicialmente registradas a 5mM e depois mudadas para 10mM de glicose, com as
células que despolarizavam sendo classificadas como GE, as que hiperpolarizavam como Gl,
e as que néo respondiam como nGS.

Por fim, nds avaliamos as respostas a ANG Il em duas diferentes concentragdes de glicose em
um mesmo neurdnio. Para este experimento, todas as células eram incubadas com 5mM de
glicose e inicialmente registradas a 5mM glicose e 10nM de ANG Il conforme descrito nos
ultimos protocolos. Pelo menos 300s depois de os neurdnios se recuperarem da administracdo
de ANG 11, a concentracdo de glicose do banho era mudada para 10mM e, depois do potencial
de membrana estabilizar, ANG Il era aplicada novamente também a 10nM. Apos o final da
resposta, a concentracdo de glicose do banho era mudada de volta para 5mM e era observado
se a célula retornou a seu potencial de membrana basal. Em todos os protocolos, a ANG Il era
reconstituida na solucdo de registro (aCSF) com a mesma concentracdo de glicose na qual
seria testada.

A caracterizacdo da resposta de cada neur6nio seguiu os critérios descritos anteriormente por
(MEDEIROS; DAI; FERGUSON, 2012). Segmentos representativos de 100s do registro eram
selecionados do basal e apds a aplicacdo de ANG e/ou da alteragdo da concentracdo de
glicose, e 0 Vim médio foi calculado usando script no software Spike 2. Eram consideradas
respostas quando a média dos grupos de 100s apds aplicacdo de ANG Il ou alteracdo da
concentracdo de glicose foram maiores que duas vezes o desvio padrdo do basal. Quando,
eventualmente, uma célula registrada apresentava um desvio padrdo muito grande devido a
uma alta atividade de potencial de membrana, com muitos potenciais de acdo, por exemplo,
uma alteracdo >75% na frequéncia de disparo de potenciais de acdo foram consideradas para
classificar a resposta da célula.

4.5. Experimento I11: Efeito da privagdo alimentar no sistema renina-angiotensina
periférico e expressdo de receptores ATia no SFO

4.5.1. Extracdo de RNA e sintese de cDNA para RT-qPCR

Os cérebros eram cortados em fatias de 60um a baixa temperatura (-20°C) por um criostato, e
0 SFO era coletado por microdisseccdo com agulhas de punch (de 8 cortes a partir do inicio
da estrutura), e entdo armazenados a -80° C em solucdo de 1mL do reagente QIlAzol Lysis
(Qiagen) apo6s agitacdo por vortex. Para extracdo de mRNA, as amostras eram deixadas para
descongelar em gelo (~4°C) e entdo novamente agitadas mecanicamente em vortex. Era
acrescentado cloroférmio as amostras para extracdo e estas eram agitadas vigorosamente e
deixadas a temperatura ambiente por cinco minutos antes de ser submetidos a centrifugacao
(15min, 12.000G, 4°C). Eram formadas trés fases e o sobrenadante contendo RNA era entdo
transferida para uma coluna de centrifugacdo (spin column, do kit RNeasy), evitando
interfase, e precipitado com 1 volume de etanol (70% col/col), seguido por digestdo por
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DNase com DNase set (Qiagen) para eliminar contaminagdo com DNA gendémico, e foi
purificado usando o conjunto RNeasy Mini Kit (Qiagen) de acordo com o protocolo do
fabricante. A sintese de cDNA foi feita usando QuantiTect Reverse Transcription Kit
(Qiagen). Real-time PCR (gPCR) foi realizado em triplicata com TagMan Universal PCR
Master Mix kit (Invitrogen) e as sondas usadas foram para -Actina (Rn00667869_m1) com
controle endogeno e para ATia (RnN01435427_m1) da Thermo Fisher Scientific. As reacfes
foram realizadas usando um QuantStudio 3 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
Para quantificacio relativa da expressio génica foi usado o método 22T (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

4.5.2. Radioimunoensaio para dosagem hormonal

Na eutandsia por decapitacdo, sangue era coletado diretamente do tronco do animal em tubos
do tipo Falcon contendo heparina ou inibidores de peptidase [PMSF (17,42mg/100mL),
EDTA (10%), pepstatina (0,5mM), fenantrolina (30mM), na proporcao de 10uL, 10uL, 10uL
e 50uL por mililitro de sangue coletado] para determinacdo das concentracdes plasmaticas de
respectivamente vasopressina e corticosterona, e ANG | e Il. O sangue foi centrifugado por
2000rpm a 4°C por 15 minutos para separacdo do plasma. O plasma foi transferido para tubos
de ensaio que foram armazenados em temperatura de congelamento (~ -10°C) até o0 momento
da extracéo.

Vasopressina (AVP) foi extraida do plasma com acetona e éter de petroleo. Transferiu-se
1mL de plasma para um tubo contendo 2mL de acetona gelada (Merck, Brasil), seguido por
agitacdo de 30 segundos e centrifugacao (2500rpm, 25min, 4°C). A seguir, o sobrenadante foi
transferido para um tubo contendo 3 mL de éter de petrdleo (Reagen, Brasil), sendo
submetido a agitacdo e reservado durante 2 min. O sobrenadante (éter de petroleo) foi
desprezado por aspiracdo e o liquido restante (acetona) contendo a AVP foi submetido ao
processo de liofilizacdo. A extracdo de corticosterona se deu a partir da pipetagem de 25uL de
plasma em 1mL de alcool absoluto frio e agitados em vortex por 1 min. O tubo foi
centrifugado (2500 rpm,15min, 4° C) e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo, que
entdo foi liofilizado. Por fim, para extracdo dos peptideos angiotensinérgicos, 1mL de plasma
era transferido para tubos de ensaio de 5mL. Era adicionado 2mL de &cido trifluoroacético
0,1% (0,1% TFA) nos tubos e agitado em vértex por 30 segundos. Depois era centrifugado
(2500 rpm,15 min, 4°C), seguia-se a ativacdo da coluna de purificacdo (tipo Strata C18-E)
com adicdo de 4mL de acetonitrila a 60% a coluna e posterior lavagem com 20mL de 0,1%
TFA. O sobrenadante (~2-3 mL) advindo da centrifugacdo da amostra era transferido para a
coluna. Partia-se para a segunda lavagem adicionando 20mL de 0,1% TFA na coluna.
Transferia-se a coluna para um novo tubo de ensaio de 5mL com adicdo de 3mL de
acetonitrila a 60% na coluna. As amostras foram liofilizadas por fim. Em todos os casos, ap0s
a liofilizacdo, as amostras foram armazenadas a -20°C até o ensaio.

No momento do ensaio, os produtos liofilizados foram ressuspensos em tampéo do ensaio nos
volumes de 250uL para AVP, 1,5mL para corticosterona e 400pL para as angiotensinas.
Todas as etapas do processo de extragdo foram realizadas sobre gelo. Para determinar a
eficiéncia da extracdo dos hormonios pelos métodos utilizados, uma quantidade de
aproximadamente 25.000cpm do peptideo marcado (com 1251) foi adicionada a 1mL de
plasma, o qual foi submetido as extragdes, como descrito acima. Os sobrenadantes e 0s
precipitados, gerados em cada uma das etapas da extracdo, foram analisados no contador
gama e, a partir dos valores de suas radioatividades obtidas, foi calculada a propor¢do do
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horménio recuperado no final do processo de extracdo. A extracdo foi considerada eficiente
quando a porcentagem de recuperacao do horménio marcado foi acima de 90%.

Todas as dosagens hormonais foram realizadas através de radioimunoensaios especificos
usando as técnicas descritas por Robertson et al. (1973), Castro et al. (1995) e Botelho et al.
(1994) para, respectivamente, AVP, corticosterona e ANG | e Il. Todos os ensaios foram
realizados em duplicata. A sensibilidade do ensaio e o coeficiente de variacdo intra- e
interensaio foram: 1,2 pg/mL, 12,2 e 15,2% para ANG 1I; 0,5 pg/mL, 14,9% e 27,1% para
ANG 1II; 0,8 pg/mL, 7,7% e 11,9% para AVP; 0,4 ug/dL, 5,1% e 8,4% para corticosterona.

4.6. Experimento 1V: Efeito da privacdo alimentar no sistema renina-angiotensina
periférico e expressdo de receptores ATia no SFO

4.6.1. Preparo da solucéo de losartana na agua de beber

Losartana potéssica (Sigma-Aldrich) era diluida em agua filtrada na concentracdo de 70mg/L
e 35mg/L, para ser ofertada como Unica fonte de fluidos para os animais dos grupos losartana.
A fim de se conseguir uma ingestdo de concentracdo proxima a 5mg/kg/dia para provocar o
blogueio de receptores AT: do SFO sem causar alteracBes cardiovasculares como foi visto
anteriormente (PORCARI et al., 2019) foi-se oferecido a solucdo de 35mg/L para os animais
com acesso a racdo e 70mg/L para os que foram privados de racdo, visto que estes tem uma
ingestdo menor de fluidos.

4.6.2. Comportamento ingestivo em gaiola metabdlica

Os animais foram alocados individualmente em gaiolas metabdlicas nas quais foram
adaptados por um periodo de 4 dias, com livre acesso a agua, oferecida em buretas graduadas,
e racdo comercial moida. Ao final do periodo de aclimatacéo, as 18:00 os animais dos grupos
losartana tiveram suas buretas de agua mudadas exclusivamente para losartana, e 0s animais
dos grupos jejum tiveram a ragdo retirada. Os animais foram pesados, os coletores de urina
foram zerados e foi feita a mensuracdo da glicemia de sangue periférico da ponta da cauda
com aparelho portéatil AccuCheck Performa (Roché Diagnostics, Mannheim, Alemanha) no
inicio da fase clara (07:00). Ap6s 24 horas do inicio do experimento foram feitas as medidas
da ingestdo alimentar e de fluidos, peso corporal, glicemia e volume urinario com coleta de
amostra de urina. Ao final das 48h de privacdo alimentar, as mesmas mensuragdes foram
feitas e houve a reapresentacdo de racdo para 0s grupos jejum, nos quais avaliou-se a ingestdo
alimentar e de fluidos a partir das 18:00 ap6s 30, 60, 120, 180 e 240 minutos, e na manha
sequinte, ap6s 12 horas. Também os animais foram pesados ap6s 4 e 12 horas apds a
reapresentacdo, assim como o volume urinario foi medido e amostra de urina coletada.
Ingestdo alimentar e de fluidos e excre¢do urinaria foram padronizados por 100g de peso
corporal (PC) baseado na pesagem mais recente, sendo representadas respectivamente como
0/100g e mL/100g para as duas Gltimas medidas.
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4.6.3. Hematocrito

Amostras de hematocritos eram coletados em tubos especificos por capilaridade a partir do
sangue total com heparina previamente coletado e centrifugados a 1000rpm por 5 minutos. A
proporcao entre a coluna celular contra o conteudo total (plasma e volume corpuscular de
hemécias) foi o valor de hematocrito (descrito em porcentagem - %).

4.6.4. Sodio plasmatico

A concentracdo plasmatica de sédio foi dada a partir de avaliacdo através de fotdmetro de
chamas (MICRONAL, modelo b262, Piracicaba, SP, Brasil). A fotometria de chama é uma
técnica de espectroscopia atbmica, onde a amostra analisada é aquecida e vaporizada por uma
chama, liberando energia e luz, a ser registrada pelo aparelho devido ao seu comprimento de
onda emitido. O plasma foi diluido na proporc¢édo de 1:100 quando necessario.

4.7. Experimento V: Efeito da administracdo de angiotensina Il e losartana
intracerebroventricular em condicdes basais e apds privacédo alimentar

4.7.1. Cirurgia estereotaxica para implante de canula-guia no ventriculo lateral

Ratos Wistar machos (319,5+4,88g; n=37) foram anestesiados com cetamina e xilazina (75 e
25 mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal) e afixados a um aparelho estereotaxico
(ASI Instruments, Warren, MI, EUA) por meio de duas barras auriculares. Para assepsia, era
feito tricotomia do topo da cabeca e limpeza do local com algodéo hidrofilico embebido com
tintura de iodo e, posteriormente, alcool etilico 70%. Foi realizada uma injecdo subcutanea de
0,1 mL de lidocaina 1% para anestesia local na area da incisdo. Era feita entdo uma incisédo
longitudinal abrangendo-se a pele e tecido celular subcutaneo, expondo a regido superior do
cranio exatamente subjacente a incisdo, a qual foi tratada com solucdo fisioldgica e agua
oxigenada 10%, a fim de realizar completa limpeza da &rea para visualizacdo clara das suturas
que formam os pontos de referéncia bregma e lambda. A torre do estereotaxico com a canula-
guia, confeccionada a partir de agulhas hipodérmicas (aco inoxidavel, 25 x 0,7 mm) com 12
mm de comprimento, era entdo posicionada em angulacdo zero e a cabeca do animal ajustada
até que os pontos bregma e lambda estivessem localizados no mesmo plano horizontal. Em
sequida, foram realizadas as leituras dos parametros antero-posterior, latero-lateral e dorso-
ventral, tomando-se como referéncia o bregma. Com auxilio das informacGes de um atlas
estereotaxico (PAXINOS; WATSON, 2006) e estudos anteriores realizados por nosso grupo
(DOS-SANTOS et al., 2017), foi determinado o ponto de introdugdo da canula-guia (0,5 mm
posterior ao Bregma, 1,4 mm a partir da linha média longitudinal). Foi entdo realizada a
trepanacdo na calota craniana utilizando-se de broca odontologica esférica acoplada a um
motor de baixa rotacdo. Através do orificio produzido pela trepanacdo, a canula-guia era
introduzida até 3,6 mm abaixo da superficie dssea, de modo que a extremidade inferior da
canula fosse implantada 1 mm acima do limite dorsal do ventriculo cerebral lateral direito. Na
sequéncia, a canula era fixada utilizando-se de resina acrilica (metacrilato) que, por sua vez,
foi fixada no crénio por dois diminutos parafusos de aco inoxidavel. Em seguida a completa
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fixacdo das canulas-guia, a torre do estereotéxico era suspensa. A fim de evitar a obstrucéo
das canulas-guia ou contaminacdo encefalica por agentes externos, foi introduzido um
mandril (de mesmo comprimento da cénula-guia e confeccionado com fio de aco inoxidavel)
no interior de cada canula. Como medida profilatica, os animais receberam Pentabiotico
veterinario IM [160.000 U.l./rato, via IM, (Fort-Dodge, Campinas, SP, Brasil)] e Cetoprofeno
SC [3mg/kg, SC, (Vencofarma, Londrina, PR, Brasil)] em seguido ao procedimento cirurgico.
O sucesso na cirurgia era verificado apds a eutanasia no final do estudo pela administracdo de
2 UL azul de Evans 2% pela canula-guia observacdo a fresco por meio de corte coronal do
encéfalo coletado. Com efeito, apenas os animais que apresentam marcacéo na cor azul nos
ventriculos cerebrais e em areas por ele atingidas foram considerados na analise de resultados.
A proporcdo de animais com as canulas corretamente posicionas ao final do experimento foi
de 91,9% (34/37) sendo 5,4% (2/37) animais que perderam o capacete e a canula-guia, e um
(2,7%) que adoeceu e ndo foi usado para analise. Ao final, entre os animais viéveis
(descontando os que perderam o capacete ou adoeceram), a proporc¢édo de acerto foi de 85,3%.

4.7.2. Gaiola metabolica e microinjecéo i.c.v.

Apos 6-7 dias recuperacdao da cirurgia e 3-4 dias de adaptacdo as gaiolas metabodlicas, os
animais eram manipulados para a retirada do mandril e devolvidos as gaiolas. Pouco antes do
inicio do periodo escuro (que se iniciava as 18:00, periodo de maior atividade locomotora e de
alimentacdo espontanea dos animais) os animais alimentados eram pesados e era feita a
microinjecdo lenta (por 1 minuto) de 2 pL de veiculo (NaCl 0,9%), angiotensina Il (12,5 nM)
ou losartana potassica (50nM). A microinjecdo era feita utilizando-se de uma seringa de
precisdo Hamilton de 10 pL conectada a uma agulha gengival 1,0 a 1,5 mm mais longo que a
canula-guia por meio de um tubo de polietileno PE10. Apos a microinjecdo, a canula-guia era
ocluida novamente com o mandril e 0s animais eram devolvidos as suas respectivas gaiolas
metabdlicas sem bebedouros ou racdo e, apds 15 minutos, eram reapresentados a agua e a
comida. A partir deste tempo, eram avaliados os consumos cumulativos de liquidos e ragédo
nos tempos 30, 60, 120, 180 e 240 minutos e 12 horas p6s a reapresentacdo sob efeito da
microinjecdo aguda. Os animais voltariam a ser pesados 4 e 12 horas apds a reapresentacao.
Os valores de ingestéo e excre¢do urinaria foram padronizados por 100g de peso corporal.

Depois deste primeiro teste os animais eram deixados para se recuperar por 2 dias e entéo
tiveram a racdo retirada para iniciar o periodo de privacdo alimentar de 48 horas, no qual
permaneceram com livre acesso a agua filtrada. Ao se completarem 48h de privacdo
alimentar, os animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos que receberam veiculo,
ANG II e losartana, nas mesmas doses do experimento anterior, também no periodo noturno.
15 minutos apos, agua e racdo foram reapresentadas, e a ingestdo cumulativa de ambos foi
avaliada apds 30, 60, 120, 180 e 240 minutos e finalmente 12h. Os animais também foram
pesados nos tempos 0, 4 e 12 horas.

4.8.Analise Estatistica

Em todos os dados foi aplicado teste de normalidade Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliar a
distribuicdo dos dados e teste ROUT (Q=10%) foi usado para exclusdo de resultados
aberrantes (outliers). Analise de variancia de uma via (One-way ANOVA) com poés-teste de
Tukey para mdaltiplas comparacbes foi usado para a maior parte das comparagdes, com
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excecdo dos experimentos de cultura celular para analise da expressdo génica e ingestdo de
agua e comida ou volume urinario em diferentes periodos temporais, nos quais foi aplicado a
andlise de variancia de duas vias (Two-way ANOVA), novamente com pos-teste de Tukey.
Teste t de Student foi usado para comparacdo do potencial de membrana entre 0os neurénios
que despolarizavam e que ndo respondiam a ANG Il nos experimentos de eletrofisiologia
(protocolo I1). Para as analises e construcdo dos graficos, foi usado o programa Prism 6
(GraphPad Software, versdo 6.01) e todos resultados estdo representados como média + erro
padrdo da media. O intervalo de contingéncia foi 95% (P<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1.Experimento I: Efeito da concentracéo de glicose sobre a expressdo dos receptores
AT1a em cultura de células dissociadas do SFO

Células dissociadas do SFO e incubadas em diferentes concentracdes glicose nao
demonstraram diferengas significativas na expressdo de ATia (Fe 33=1,52, P=0,23).
Entretanto, em todas as concentracdes de glicose houve diferenca significativa no fator tempo
(Fe, 33=23,39, P<0,0001). H& diferenca na expressdo de AT1a entre uma e 24 horas entre as
trés concentracdes de glicose (ImM: 1,533+0,186 vs 0,451+0,098 a.u., n=5, P=0,0002; 5mM:
1,088+0,208 vs 0,236+0.84 a.u., n=5 e 4 respectivamente, P=0.0057; 10mM: 1,448+0,358 vs
0,634+0,175 a.u., n=5 e 4 respectivamente, P=0,0084) (Figura 3). Entre os grupos incubados
com glicose a ImM e 10mM, houve diferenca significativa entre uma e seis horas (ImM:
1,523+0,186 vs 0,501+0,131 a.u., n=5, P=0,0002; 10mM: 1,448+0,358 vs 0,634+0,175 a.u.,
n=5 e 4 respectivamente, P=0,0084).
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Figura 3. Expressdo de mRNA para AT: em cultura celular do SFO em diferentes concentragdes de glicose. Graficos
mostram os resultados para RT-qPCR de células do SFO cultivadas em trés diferentes concentra¢des de glicose (ImM, 5mM
e 10mM) em trés tempos diferentes (1h, 6h e 24h). ** P<0,01; *** P<0,0001 comparado com 0 mesmo grupo a 1h.
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5.2.Experimento Il: Caracterizagdo eletrofisiolégica de neurdnios isolados do SFO
responsivos a ANG Il quanto a sensibilidade a glicose

5.2.1. Perfil de glicossensibilidade de neurdnios responsivos a ANG 11

O experimento eletrofisiologico usou a técnica de patch-clamp perfurado para determinar
primeiro a responsividade dos neurdnios do SFO a glicose, para depois determinar o efeito da
ANG Il nestes mesmos neurdnios. Para avaliacdo da glicossensibilidade, usou-se tanto
diminuicdo (10mM para 5mM, n=68) como aumento (5mM para 10mM, n=22) de glicose na
solucdo de aCSF usada no banho. Neurdnios do SFO responsivos a glicose foram
classificados como mostrado nas figuras 4 e 5. E importante salientar que algumas respostas
eletrofisiolOgicas a alteragdo de glicose no meio foram um tanto longas como mostrado na
figura 4D. Aproximadamente metade dos neurdnios que respondem com alteracdo da
voltagem da membrana as mudangas da glicose no meio mostraram resposta mais longas do
que 1000 segundos (49,8%; n=21/43; 2130+275,6 s, Fig.4D) e a outra metade uma resposta
inferior a este tempo (51,2%; n=22/43; 624,5+58.39s). Um total de 26,7% das células testadas
foram classificadas como GI [n=24/90, onde 19 despolarizavam quando a concentracdo de
glicose era abaixada de 10mM para 5mM (5,732+0,8334mV) e 5 hiperpolarizavam quando a
concentracdo de glicose aumentava (-4,5+0,8334mV)], 21,1% como GE [n=19/90, onde 10
hiperpolarizavam quando a concentracdo de glicose era diminuida (-3,9+0,5022mV) e 9
despolarizavam quando a concentracdo de glicose da solucdo de registro era aumentada de
5mM para 10mM (5,011+1,02mV)] e 52,2% foram classificados como nGS (n=47/90, e o
potencial de membrana foi de 0,6957+0,2989mV). Ainda, 52,2% das células testadas
respondem a ANG Il com despolarizacdo (n=47/90, com aumento médio de 5,6+0,5mV no
potencial de membrana), enquanto demais células ndo foram afetadas (n=43/90, com
potencial médio de membrana de 0,5+0,2mV, P<0,0001). Alguma fracdo de neur6nios
responsivos a ANG Il foi encontrada em cada um dos trés fen6tipos de glicossensibilidade,
sendo 52% nos neurdnios GE (n=10/19), 71% nos neurénios Gl (n=17/24) e 43% dos nGS
(n=20/47), como mostrado nas figuras 6 e 7.
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Figura 4. Classificacéo de neurénios do SFO de acordo com as alteracfes de concentragdo de glicose. Segmentos
representativos de registros current-clamp de diferentes respostas a alteragéo de glicose. A, B e C sdo neurdnios incubados e
inicialmente registrados a glicose a 10mM (cinza) e resposta a glicose foi evocada pela diminui¢éo da concentragdo de
glicose a 5mM (branco). Neurdnios que hiperpolarizam quando a concentragao de glicose diminui foram classificados como
glicoexcitaveis (GE, A), neurdnios que despolarizavam foram classificados como glicoinibidos (GI, B), e neurdnios que ndo
alteram seu potencial de membrana foram considerados como ndo-glicossensiveis (nGS, C). D e E mostram registros
representativos de neurdnios incubados e inicialmente registrados a 5mM de glicose e depois alterado a 10mM. Neste
protocolo, neurénios que despolarizam em resposta ao aumento na concentracdo de glicose foram classificados como GE (D),
enquanto neurdnios que hiperpolarizavam foram considerados como Gl (E). Linha pontilhada representa o potencial de
membrana basal. Barra de escala: 10mV x 100s.
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Figura 5. Magnitude de resposta de cada neurdnio do SFO as alteragdes de glicose no meio de registro. Distribuigcdo da
magnitude de resposta a glicose nos neurdnios do SFO testados (n=90). Preto corresponde aos neurdnios ndo-glicossensiveis
(nGS), cinza claro aos glicoinibidos (GI) e cinza escuro aos glicoexcitaveis (GE). Circulos abertos correspondem as células
inicialmente registrados a 5mM e a resposta a glicose era testada aumentando para 10mM; Neste caso, neur6nios Gl eram
identificados por hiperpolarizacéo e GE por despolarizacdo. Circulos fechados séo células que eram inicialmente registradas
a 10mM de glicose e eram alteradas para 5mM para testar a responsividade a glicose. Células que despolarizavam eram
classificadas como Gl e as que respondiam com hiperpolarizagdo eram classificadas como GE.
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Figura 6. Resposta a angiotensina Il em neurénios do SFO com diferentes perfis de glicossensibilidade. Segmentos
representativos de registros current-clamp de resposta a angiotensina Il de neurénios glicoinibidos (A), ndo-glicossensiveis
(B) e glicoexcitaveis (C). Barras pretas correspondem ao momento onde a angiotensina Il era perfundida no banho. Linhas

pontilhadas representam o potencial de membrana basal. Barra de escala: 10mV x 50s.
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Figura 7. Distribuicdo da magnitude de resposta a angiotensina Il de acordo com o perfil de glicossesibilidade em
neurdnios do SFO. Neurdnios que despolarizam (cinza) ou ndo respondiam (branco) a aplicagdo de angiotensina Il divididos
por sua resposta a glicose, tanto como glicoinibidos (Gl), glicoexcitaveis (GE) ou nao-glicossensiveis (nGS). A proporgao
das respostas a angiotensina Il esta demonstrada em valores numéricos e mostram que a proporcéo de neurdnios Gl sdo 0s
que tem mas maiores respostas a ANG I1.
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5.2.2. Resposta a ANG Il em diferentes concentragGes de glicose

O segundo passo dos estudos eletrofisiologicos foi determinar se alteracbes agudas na
concentracdo de glicose poderiam modular a responsividade de um mesmo neurénio a ANG
I1. Para avaliar esta possibilidade, as células eram incubadas e registradas inicialmente a 5mM
de glicose e testadas para ANG Il. A concentracédo de glicose era entdo alterada para 10mM e
0 mesmo neurdnio testado novamente para ANG Il, como mostrado na figura 8. A 5mM de
glicose, 42% dos neurdnios despolarizavam em resposta & ANG Il (6,2+1,0mV, n=12/29) e
qguando a concentracdo de glicose era aumentada para 10mM, a proporcao de resposta passou
a ser de 55% (8,3+£2,0mV, n=16/29). Ou seja, todos o0s neurdnios que responderam, a ANG Il
a 5bmM continuavam a responder a 10mM e um total de quatro neurdnios (23,5%, n=4/17) ndo
respondiam a ANG 1l a concentracdo de glicose de 5mM e passaram a responder a 10mM.
Estes quatro neurbnios eram de diferentes fendtipos de glicossensibilidade (um GI, um GE e
dois nGS), como pode ser observado na figura 8. A proporcdo de neurdnios identificados
nesta série de experimentos foi 27,5% de GE (2,7£1.1mV, n=8/29), 34,5% de GI (-
4,89+1,05mV, n=10/29) e 37,9% nGS (0.864+0.57mV, n=11/29). Apesar de termos
observado um aumento no numero de neurénios responsivos a ANG Il em 10mM de glicose,
isso ndo se refletiu na magnitude da resposta em relacdo a quando 0s neurbnios eram
registrados a 5mM ou 10mM de glicose (Fig.8D).
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Figura 8. Resposta & angiotensina 11 em duas diferentes concentracdes de glicose em neurdnios do SFO. Tragados
representativos de registros de current-clamp de A) um neurdnio que responde a angiotensina Il (ANG 1, barras pretas) tanto
a 5mM de glicose (barras brancas) como a 10mM (barras cinzas); e B) um neur6nio que nao respondia a 5mM mas
respondeu a 10mM de glicose. Linhas tracejadas representam o potencial de membrana basal. A propor¢do e a magnitude de
resposta a ANG Il tanto em 5mM como em 10mM de glicose sdo mostrados em C e D respectivamente. Em D, quadrados
representam neurdnios cuja classificacdo da resposta foi dada pela alteragdo da frequéncia de disparos ao invés do potencial
de membrana. *p<0.05; ***p<0.001
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5.3. Experimento I11: Efeito da privagdo alimentar no sistema renina-angiotensina
periférico e expressao de receptores AT1a no SFO

5.3.1. Variagéo de Peso Corporal

No primeiro set de experimentos in vivo, avaliamos os efeitos da privacdo alimentar em
parametros relacionados ao balanco energetico e cardiovascular. Como era esperado, houve
diminuicdo no peso corporal dos animais evocado pelo jejum (F(, 21)=84,48; P<0,0001) e pelo
tempo (F(, 42=124,1; P<0,0001), com interacdo entre estes fatores (F(,42=30,99; P<0,0001)
(Fig.9A). No primeiro dia ap06s o inicio do experimento, houve diminuicdo do peso corporal
apenas do grupo 48h de jejum (-25,63+4,26g vs 9,625+1,34g comparado ao controle, n=8,
P<0,0001). No ultimo dia, é possivel observar diferenca ndo s6 do grupo 48h em comparacéo
ao controle (-39,25+4,07g vs 6,75+1,13g, n=8, P<0,0001), como também quando comparado
ao grupo 24h (-39,25+4,07g vs -22,75+1,61g, n=8, P<0,0001), assim como também ha
diminuicdo do peso corporal do grupo com 24h de jejum comparado ao controle (-
22,75+1,61g vs 6,75+1,3g, n=8, P<0,0001). Quando observada a variacdo diaria do peso
corporal, no primeiro dia novamente temos diminuicdo do grupo 48h de jejum contra o grupo
controle (-25,63+4,269 vs 9,625+1,344g) e, no Ultimo dia, diminuicdo do peso corporal entre o
grupo 24h de jejum contra o controle (-22,75+1,6129 vs 6,75+1,13g) e entre o grupo 48h de
jejum contra o controle (-13,63+0,653g vs 6,75+1,13g) e contra 0 grupo 24h de jejum (-
13,63+0,6539g vs -22,75+1,612¢g, n=8, P=0,0152) (Fig.9B).
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Figura 9. Variacao de peso corporal durante privacao alimentar. A) Variagcdo cumulativa de peso corporal por dia apés
24h (quadrado cinza) e 48h de jejum (triangulo preto), comparado aos animais com livre acesso a ra¢do (controle, circulo
branco). Seta a esquerda mostra momento em que houve a retirada da racdo do grupo 48h Jejum, e seta a direita mostra o

memento da retirada da ragdo do grupo 24h Jejum. B) Variacdo didria do peso corporal ap6s 24h e 48h do inicio do
experimento. ANOVA de uma via; **** P<0,0001 comparado ao controle; * P<0,05 e **** P<0,0001 comparado ao grupo
jejum de 24h.
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5.3.2. Glicemia e niveis plasméticos de corticosterona e AVP

Quanto a glicemia, o jejum de um ou dois dias levou a diminui¢do da concentracao de glicose
circulante (Fe, 15=8,526; P=0,0034), tendo efeito significativo tanto nas primeiras 24h
(72,5+12,41mg/dL  vs 110,8+3,321mg/dL, P=0,0383) como as 48h de jejum
(51,33£12,45mg/dL vs 110,8+3,321mg/dL , P=0,002) (Fig.10A). Houve um aumento
significativo na corticosterona apés 24h (11,45+1,49ug/dL vs 7,285+0,656ug/dL, n=8,
P=0,0297) e tendéncia de aumento em 48h (10,86+1,02ug/dL vs 7,285+0,656p9/dL, n=8,
P=0,0654) de jejum quando comparada ao controle [Fe, 21=4,12; P=0,031 (Fig.10B)]. A
concentracdo de AVP plasmatica ndo apresentou diferengas significativas nem em 24h
(0,7035+0,0624pg/mL  vs  0,7451+0,1713pg/mL,  P>0,9999) nem em  48h
(0,5161+0,0664pg/mL vs 0,7451+0,1713pg/mL, P=0,32661) comparada ao controle [F,
21)=1,186; P=0,325 (Fig.10C)].
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Figura 10. Glicemia e niveis plasmaticos de corticosterona e AVP de animais mantidos em privacao alimentar de 24h
e 48h. Glicemia (A) e niveis plasmaticos de corticosterona (B) e vasopressina [AVP (C)] ap6s 24h (cinza) e 48h (preto) de
jejum comparados a seu controle (branco). ANOVA de uma via; * P<0,05; **P<0,01 *** P<0,001
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5.3.3. Concentracdo plasmética de ANG I e Il e expressdo de nRNA para AT1a no SFO

ANG | plasmatica encontra-se aumentada ap6s 24h (191,5+33,16pg/mL vs
50,27+7,173pg/mL, P=0,001) e 48h (180,8+24,88pg/mL vs 50,27+7,173pg/mL, P=0,0021) de
privacdo alimentar [F, 21)=10,49; P=0,0007 (Fig.11A)]. Também a ANG Il plasmatica estava
elevada depois de 24h (152,9+19,28pg/mL vs 58,14+8,13pg/mL, P=0,001) e 48h
(114,7+18,85pg/mL vs 58,14+8,13pg/mL, P=0,045) de jejum [Fe, 21=8,6; P-=0,019
(Fig.11B)]. A expressdo de mMRNA para o receptor AT1a (mais importante subtipo de AT1 nos
ratos) mostrou participagdo no fator tratamento (F(, 21=18,77; P<0,0001), sem alteracéo
significativa ap6s 24h de jejum (1,79+0,33a.u. vs 1,24+0,29a.u., n=8, P=0,24), mas com
aumento de quase de cinco vezes na expressao de ATia depois de 48 horas de privacdo
alimentar (5,22+0,76a.u. vs 1,24+0,29a.u., n=8, P<0,0001) (Fig.11C).

A L B
240 Sk 200 .
S | 8
S 200 E |
E ‘E 160 *
“ 160 K
E.E ;:.Euof
£ 51201 =5
a & w & 80
g 804 o
° 2
@ a0 D 401
< <
0 . 0 ‘
8,
O 1 Controle
T = .
© g 6 KEEE ./ Jejum 24h
> & . -
€% mEm Jejum 48h
=
X 4
C o
el o]
n
o0 <
=2 2 T
ol S
x E
L

0 T I

Figura 11. Niveis plasmaticos de angiotensinas e expressado de AT1ano SFO de animais mantidos em privacgéo
alimentar de 24h e 48h. Niveis plasmaticos de angiotensina Il (A) e angiotensina | (B) e expressao relativa de mRNA para
AT1a no SFO (C) de animais mantidos em jejum por 24h (cinza) e 48h (preto) comparados a seu controle (branco). ANOVA

de uma via; * P<0,05; *** P<0,001; ****P<0,0001
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5.4. Experimento 1V: Efeito do bloqueio periférico de receptores AT: na ingestdo
alimentar e hidrica ap6s privagdo alimentar

5.4.1. Ingestdo de fluidos, dose da losartana, excre¢do urinaria, hematdcrito e sddio
plasmatico no jejum

Durante o jejum houve diminuicao significativa na ingestdo fluidos (F, 20=253,5; P<0,0001),
sem efeito do tratamento com losartana (F, 20=0,415; P=0,527) ou interacéo entre os fatores
(Fa, 20=3,3; P=0,084) nas primeiras 24h. Houve diminuigdo estatisticamente significativa
entre 0S gQrupos jejum e seus respectivos controles [4,072+0,4963mL/100g vs
14,1+0,5953mL/100g de ingestdo de agua filtrada (P<0,0001) e 3,238+0,765mL/100g vs
15,85+0,9138mL/100g de ingestdo diéria de solucdo com losartana (P<0,0001)]. Resultado
similar foi encontrado com 48h de jejum, onde houve novamente efeito do jejum na
diminuicdo da ingestdo (F, 20=40; P<0,0001), mas ndo do tratamento com losartana (F,
20=2,8; P=0,11), ainda sem interacdo entre os fatores (F, 20=0,0014; P=0,971). Houve
diferenca entre jejum e seus controles [2,143+0,3057mL/100g vs 13,56+0,5419mL/100g no
grupo agua (P<0,0001) e 5,212+2,668mL/100g vs 16,49+2,317mL/100g no grupo losartana
(P<0,0001)] (Fig.12A). Sabendo que os animais em jejum bebem menos agua, usamos uma
concentracdo maior de losartana na agua de beber a ser oferecido a este grupo durante a
privacdo alimentar (70mg/L) em relacdo ao grupo controle (35mg/L). Mesmo assim, houve
diminuicdo na dose de losartana causada pela privacdo alimentar (F, 10=7,703; P=0,019),
mas ndo do tempo (Fq, 10=0,489; P=0,5) e sem interacdo entre os fatores (F(, 10=0,254;
P=0,625). Nas andlises em multiplas comparac6es, nas primeiras 24 horas ha apenas uma
tendéncia na diferenca das doses de losartana entre controle e jejum (5,547+0,32mg/kg/dia vs
2,267+0,536mg/kg/dia, P=0,083), mas ndo mais no segundo dia (5,77+0,811mg/kg/dia vs
3,649+1,868mg/kg/dia, P=0,348).

Quanto a excrecdo urinaria, nas primeiras 24h ndo houve diferencas no volume quanto ao
tratamento com losartana (F(, 20=0,4146; P=0,527), mas sim quanto ao desafio da privagédo
alimentar (Fq, 20=4,47; P=0,047), sem interacio entre os fatores (Fq, 20=4,467; P=0,532). As
48 horas, mantém-se o padrdo de efeito sobre o fator condi¢do alimentar (F(, 20=33,94;
P<0,0001) e ndo do fator tratamento (F(, 20=1,624; P=0,217), sem interagdo entre os fatores
(Fa, 20=0,149; P=0,704) (Fig.12B), enquanto nas comparag¢des multiplas, ha diminuicdo
significativa entre animais em jejum dos grupos agua e losartana comparados a seus controles
que tiveram livre acesso a racdo (3,691+0,45mL/100g vs 5,743+0,339mL/100g no grupo
agua, P=0,0006, e 4,555+0,8127mL/100g contra 6,604+0,4553mL/100g no grupo losartana,
P=0,002).

Apos 48h de jejum, o hematocrito ndo teve diferenca significativa quanto ao tratamento com
losartana (F(1, 19)=1,45; P=0,2435), mas mostrou diminui¢do provocada pela condigdo
alimentar (F(, 19)=7,465; P=0,0132), sem interacdo entre os fatores (F, 195=0,286; P=0,599)
(Fig.13A). Ja na concentracdo plasmatica de sodio, ndo houve diferenca significativa nem
quanto ao tratamento (F(, 20=4,1; P=0,057) nem quanto a condi¢édo alimentar (F, 20=0,22;
P=0,65), tampouco interacgéo entre eles (Fq, 20=1,753; P=0,201) (Fig.13B).
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Figura 12. Ingestéao de fluidos e volume urinério ap6s 24h e 48h de jejum de animais com acesso exclusivo a 4gua ou a
losartana na 4gua de beber. Valores padronizados pelo peso corporal de ingestdo de fluidos (A) e volume urinéario
excretado (B) diarios, ambas expressas em mL/100g apds 24h e 48h dos grupos com acesso a agua filtrada com e sem
privacdo alimentar (respectivamente Agua/Jejum e Agua/Ragéo) e dos grupos com acesso exclusivo a soluco de losartana
como unica fonte hidrica com e sem acesso a ragdo ad libitum (respectivamente LOS/Ragdo e LOS/Racdo). ANOVA de duas
vias, e significancia demonstrada entre os desafios no mesmo tempo; * P<0,05; **** P<0,0001.
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Figura 13. Hematdcrito e soédio plasmatico apds 48h de privacao alimentar. Gréaficos resumem os dados de volume
globular [hematdcrito, expresso em % (A)] e s6dio plasmatico [mEg/L (B)] em condigdes de jejum e controle com ragdo ad
libitum de animais bebendo agua filtrada ou solucéo de losartana como Unica fonte de fluidos. *P<0,05.
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5.4.2. Peso corporal, ingestdo de racdo e glicemia durante jejum e tratamento com
losartana

Na ingestdo alimentar dos animais com livre acesso a ragédo, a ANOVA de duas vias mostrou
que ndo houve variagdo provocada nem pela losartana (Fq, 10=0,011; P=0,919) nem pelo
tempo de tratamento (F(, 10=0,0007; P=0,979), e também ndo houve interacdo entre os fatores
(Fa, 10=0,71; P=0,42) (Fig.14B).

Quanto a variacdo de peso corporal, nas primeiras 24h de jejum houve diminuicdo causada
pela condigdo alimentar (Fq, 20=219,3; P<0,0001), mas ndo pelo tratamento com losartana
(Fa, 20=0,3625; P=0,554), sem interacdo entre estes fatores (F(, 20)=0,004; P=0,953). 48h apos
o inicio da privagdo alimentar a fonte de variagdo foi novamente no desafio fisiologico (F,
20=160,3; P<0,0001) e ndo no tratamento (F(, 20=0,31; P=0,585), sem interagdo entre os
fatores (Fq, 20=0,125; P=0,728). Estas alteragfes indicam que o tratamento com losartana na
agua de beber ndo foi o suficiente para evitar alteracdo na perda de peso em apds 24h e 48h de
jejum, embora a privagcdo alimentar tenha sido o suficiente para causar diminuicdo
significativa entre 0s grupos jejum comparado a seus controle recebendo racdo ad libitum,
tanto no primeiro [-39,5+4,581g vs 1,333+1,453g no grupo recebendo &gua (P<0,0001) e -
38+2,556¢g vs 3,167+1,014g no grupo com acesso exclusivo a losartana na agua de beber
(P<0,0001)] como no segundo dia [-18,83+0,833¢ vs 2,667+2,044 no grupo agua (P<0,0001)
e -17,33+1,145g vs 3+2,176g no grupo losartana (P<0,0001)] (Fig.14A).

Em relacdo a glicemia, em condicdes basais ndo houve diferenca em nenhum dos grupos
quanto ao tratamento (F(, 20=0,52; P=0,822) ou desafio (F, 20=0,468; P=0,502) ou ainda
integracdo entre os fatores (F, 20=0,08; P=0,779). Nas primeiras 24 horas de privagédo
alimentar houve diminuigdo significativa da glicemia promovida pelo jejum (F, 20=29,91,;
P<0,0001), mas ndo pelo tratamento com losartana na dgua de beber (F, 20=0,158; P=0,695)
sem interacdo entre estes fatores (F(1, 20=1,53; P=0,231). As diferengas mais mascadas foram
a diminuicdo entre os grupos jejum frente suas contrapartes com acesso a comida
[72,5+12,41mg/dL vs 125,8+44,094mg/dL do grupo agua (P=0,0007) e 79,17+4,475mg/dL vs
112,8+7,884mg/dL do grupo losartana (P=0,0334)]. Apds 48h de jejum, novamente ha
diminuicdo da glicemia evocada pelo jejum (F, 20=37,87; P<0,0001) e sem a influéncia do
tratamento na variancia (F, 20=2,85; P=0,107), mas héa interacdo entre estes fatores (F,
20=5,776; P=0,026). Nas compara¢Ges multiplas, além das j& esperadas diferencas entre 0s
animais em jejum contra seus controles [51,18+5,596mg/dL vs 122,8+4,277mg/dL do grupo
agua (P<0,0001) e 85,5+5,596mg/dL vs 116,8+8,643mg/dL do grupo losartana (P=0,0119)],
foi observada uma diferenca significativa entre os grupos em jejum: a glicemia do grupo
tratado com losartana na agua de beber foi significativamente maior que a dos animais com
agua (85,5+5,596mg/dL vs 51,18+5,596mg/dL, respectivamente; P=0,0104) (Fig.14C).
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Figura 14. Variacdo de peso corporal, ingestdo padronizada de racao e glicemia apds 24h e 48h de jejum de animais
com acesso exclusivo a 4gua ou a losartana na dgua de beber. O grafico A mostra a variagéo de peso corporal (g)
comparado ao Ultimo peso registrado nos tempos de 24h e 48h de animais com acesso a dgua filtrada com e sem privagao
alimentar (grupos Agua/Jejum e Agua/Racéo, respectivamente) e dos grupos com acesso exclusivo a soluco de losartana
como Unica fonte hidrica com e sem livre acesso a ragdo (grupos LOS/Racdo e LOS/Racéo, respectivamente). O grafico B
mostra a ingest&o de comida padronizada pelo peso corporal expressa em g/100g ap6s 24h e 48h dos grupos Agua/Raco e
LOS/Racdo. Em C tem-se a glicemia (mg/dL) dos grupos experimentais em condi¢des basais e apos jejum de 24h ou 48h dos
mesmos grupos. ANOVA de duas vias, com demonstracdo da participagdo do fator tratamento; ** P<0,01; ***<0,001 ****
P<0,0001. # P<0,05 quando comparado LOS/Jejum contra Agua/Jejum no pos-teste de Tukey.
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5.4.3. Ingestdo de racéo e fluidos ap6s reapresentacdo de alimentos

Depois da privacdo alimentar, os animais foram reapresentados a racdo, e a ingestdo de
comida foi acompanhada de trinta minutos até 12 horas e os dados encontram-se resumidos na
tabela 1 e graficamente representados na figura 15A. O tratamento com losartana indica
reducédo na ingestdo de ragdo aos 30 minutos (F, 20=5,299; P=0,032), que ndo se reflete nas
multiplas comparacfes neste tempo entre 0s grupos agua e losartana que estavam em jejum
(P=0,287). Na primeira hora, além do efeito do jejum (F(, 20=24,75; P<0,0001), h& tendéncia
de efeito do tratamento (F(, 20=3,38; P=0,081), sem interacdo entre eles (Fq, 20=1,101;
P=0,307), bem como h& comparacdo entre os grupos controle e losartana dos grupos que
estavam em jejum (P=0,07) (Fig.15B).

Quanto a ingestdo de fluidos, os dados encontram-se resumidos na tabela 2 e plotados na
figura 16A. Aos 60 minutos, € o Unico tempo onde, além do jejum (F(, 20=40,91; P<0,0001),
ha participacédo do tratamento com losartana (F, 20=9,59; P=0,006), e ha interegdo entre o0s
fatores (F(1, 20=6,28; P=0,021) (Fig.16B). Isso se reflete nas maltiplas comparacGes entre 0s
grupos controle e losartana reapresentados a racdo apds jejum, onde ha diminuicdo
significativa entre os grupos LOS/Jejum com o Agua/Jejum (P=0,0046). A partir deste
momento ndo ha mais diferenca entre os grupos quanto ao tratamento com losartana.
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Tabela 1. Valores da ingestdo cumulativa de racdo padronizado pelo peso corporal apés privacdo alimentar de 48h

Ingestdo de ragdo padronizada (g/100g)

Estatistica
Tempo Controle Jejum
Agua Losartana Agua Losartana Desafio Tratamento Interacdo
30" 0,55 +£0,2809 0,2+0,1271 1,407 +0,1813 0,7633 +0,2413 F(1,20)=10,8; P=0,0037 F(1, 20)=5,299; P=0,032 F(1, 20)=0,462; P=0,504
60' 0,577+0,2716 0,3633 £0,2688 2,203 +0,1932 1,423 +0,3292 F(1,20)=24,7;P<0,0001 F(1,20)=3,38;P=0,081 F(1,20)=1,1; P=0,3066
120"  0,7317+0,249 0,94 +0,5062 2,518 +0,1566 2,943 +0,2568 F(1,20)=35,1;P<0,0001 F(1,20)=0,98;P=0,334 F(1,20)=0,115; P=0,738
180" 1,045+0,1176 0,8983 £0,515 3,327+0,3949 3,2+0,2426  F(1,20)=42,3;P<0,0001 F(1,20)=0,15;P=0,701 F(1,20)=0,0008; P=0,98
240" 1,185+0,0822 1,078 +£0,4712 3,928 +£0,3694 3,432+0,3374 F(1,20)=54.2;P<0,0001 F(1,20)=0,76;P=0,394 F(1,20)=0,317;P=0.579
720 649504711 5997 £0,7725 9,648 +0,5956 9.218=0,6908 F(1,20)=24.6; P<0,0001 F(1,20)=0,52; P=0,478 F(1, 20)=0,003; P=0,958
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Figura 15. Ingestdo cumulativa de comida na reapresentacgéo de racao apds 48h de privagédo alimentar em animais
com acesso exclusivo a &gua ou a losartana na dgua de beber. A) Gréafico mostra ingestdo cumulativa de ragdo nos tempos
de 30, 60, 120, 180, 240 e 720 minutos ap6s reapresentacdo de comida aos grupos que passaram por jejum de 48h recebendo
agua ou losartana como a Unica fonte hidrica (Agua/Jejum e LOS/Jejum, respectivamente) e os que tiveram acesso a comida

ad libitum e recebiam agua ou jejum (Agua/Ragéo e LOS/Rac#o, respectivamente). B) Ingestéo de ragio cumulativa no
tempo de uma hora ap6s a reapresentagdo de ragdo; asteriscos indicam significancia da participacéo do desafio na ANOVA
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Tabela 2. Valores da ingestdo cumulativa de fluidos (adgua filtrada ou solucédo de losartana) padronizado pelo peso
corporal apés privacdo alimentar de 48h

Ingestdo de fluidos padronizada (mL/100g)

Estatistica
Tempo Controle Jejum
Agua Losartana Agua Losartana Desatio Tratamento Interagdo
30" 0,6523 +0,237 0,2922+0,1709 2,085+ 1,005 0,7518+0,3465 F(1,20)=2,94; P=0,1 F(1,20)=2,35;P=0,14  F(1,20)=0,778; P=0,388
60' 0,804 +1,989 0,5383 +0,1953 4,808 +£0,6805 2,288 +0,518 F(1,20)=40,9; P<0,0001 F(1,20)=9,59;P=0,006 F(1,20)=6,28;P=0,0209
120' 0,9295+0,209 1,242+0,3813 5,448 +0,6228 4,873 +0,4968 F(1, 20)=80,6; P<0,0001 F(1,20)=0,08; P=0,776 F(1,20)=0,9556; P=0,34
180" 1,026 +£0,1826 1,292+0,3991 7,054 +1,092 5,494+0,3608 F(1,20)=69,1; P<0,0001 F(1,20)=1,1; P=0,306  F(1,20)=2,199; P=0,154
240' 1,179+0,2324 1,371 +0,4327 8,558+1,075 6,691 +0,6327 F(1,20)=89,7;P<0,0001 F(1,20)=1,56;P=0,226 F(1,20)=2,36;P=0,1403
720"  9,083+0,773 9,190+0,7595 19,35+1,848 19,75+1,503 F(1,20)=63,3;P<0,0001 F(1,20)=0,038;P=0,846 F(1,20)=0,013;P=0,911
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Figura 16. Ingestdo cumulativa de 4gua na reapresentacdo de ragdo apds 48h de privacdo alimentar em animais com
acesso exclusivo a agua ou a losartana na agua de beber. A) Grafico mostra ingestdo cumulativa de agua nos tempos de
30, 60, 120, 180, 240 e 720 minutos apds reapresentacdo de comida aos grupos que passaram por jejum de 48h recebendo

agua ou losartana como a (nica fonte liquida (Agua/Jejum e LOS/Jejum, respectivamente) e os que tiveram acesso a comida

ad libitum e recebiam agua ou jejum (Agua/Racdo e LOS/Racéo, respectivamente). Asteriscos indicam diferenca nas
multiplas comparagdes entre os grupos Agua/Jejum e LOS/Jejum. B) Ingestdo de racdo cumulativa no tempo de uma hora
apos a reapresentacao de racdo; asteriscos indicam significancia da participacdo do desafio na ANOVA de duas vias; tralha
indica diferenca nas multiplas comparagdes entre LOS/Jejum contra Agua/Jejum. **P<0,001; ****P<0,0001; #* P<0,01.
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5.4.4. Peso corporal e volume urinario apés reapresentacdo de alimentos

Na variacdo do peso corporal quatro horas apds a reapresentacdo de racao aos animais,
ha um esperado aumento de peso nos animais decido ao desafio do jejum (F,20=91,72;
P<0,0001), mas ndo do tratamento com losartana (F(z, 20=0,966; P=0,3374), e nem interacdo
entre os fatores (Fq, 20=3,54; P=0,075). H& aumento no peso corporal dos animais que foram
mantidos em jejum por 48h em relacdo aos animais que tiveram acesso a comida por este
tempo [27,83+4,785g contra seu controle -6,167+1,621g de ingestdo de &gua filtrada
(P<0,0001) e 19,33+1,801g contra -3,5+1,621g de ingestdo diaria de solucdo com losartana
(P<0,0001)]. N&o houve, entretanto, diferenca de peso corporal entre 0s animais recebendo
agua e losartana que foram mantidos em privacdo alimentar (27,83+4,785¢g vs 19,33+1,801g,
P=0,113). Depois de 12h, mantém-se a influéncia do desafio (F, 20=62,21; P<0,0001) e ndo
do tratamento (Fq, 20=0,015; P=0,904), sem interagdo entre os fatores (Fq, 20=0,649;
P=0,4298) na variagdo do ganho de peso cumulativo. Foi observada diferenca estatistica
significativa apenas entre 0s grupos previamente mantidos em jejum e seus controles
[34,33+4,039g do Agua/Jejum vs Agua/Racio com 4,667+3,051g (P<0,0001) e 31,17+3,719g
do LOS/Jejum vs 7+2,671g do LOS/Racédo (P=0,0004)] (Fig.17A).

Quanto ao volume de excrecdo urinaria ap0s a reapresentacdo, ndo houve diferenca
significativa no fator tratamento (F@, 20=0,033; P=0,859), apenas quanto ao desafio
fisiologico (F(, 20=6,28; P=0,021) nas primeiras quatro horas, sem interacdo entre estes
fatores (Fq, 20=1,346; P=0,2596). Quando comparados 0s grupos agua e losartana, ndo ha
diferencas entre 4agua e jejum em condi¢des basais (0,9628+0,1604mL/100g vs
0,7297+0,0899mL/100g; P=0,899) nem ap6s jejum (1,283+0,2138mL/100g Vs
1,602+0,834mL/100g; P=0,7797). As 12 horas ap0s a reapresentacdo, a mesma configuracao
se manteve, tanto nos fatores desafio (F(, 19=5,47; P=0,0304) e tratamento (Fq, 19=0,32;
P=0,5783) e interacdo (Fq, 19=1,869; P=0,1845), mas sem diferengas quando nas analises
maltiplas no grupo &gua (4,324+0,284mL/100g vs 3,787+0,4297mL/100g, P>0,9999) como
no grupo losartana (5,408+0,933mL/100g vs 3,334+0,1303mL/100g, P=0,0865) quando
comparado jejum com seu controle de racdo ad libitum (Fig.17B).
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Figura 17. Variacédo de peso corporal e volume urinério na reapresentacéo de dgua ap6s 48h de privacao
alimentar em animais com acesso exclusivo a 4gua ou a losartana na agua de beber. O grafico A mostra a variagdo de
peso corporal (g) cumulativo nos tempos de 4h e 12h apds a reapresentacdo de ragdo de animais com acesso a agua filtrada

com e sem privacdo alimentar (grupos Agua/Jejum e Agua/Ragéo, respectivamente) e dos grupos com acesso exclusivo a
solugdo de losartana como Unica fonte hidrica com e sem livre acesso a ragao (grupos LOS/Ragédo e LOS/Ragdo,
respectivamente). O gréafico B mostra o volume de excrecéo urinaria padronizada pelo peso corporal expressa em mL/100g
apos 4h e 12h dos mesmos grupo. ANOVA de duas vias, e significancia para o fator desafio; *P<0,05; **** P<0,0001.
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5.5. Experimento V: Efeito da administragdo de angiotensina Il e losartana
intracerebroventricular em condic6es basais e apés privagdo alimentar

5.5.1. Ingestdo de racdo e agua ap6s microinjecao i.c.v. em condicGes basais

Ap6s a administracdo intracerebroventricular de losartana, ANG Il ou do veiculo,
observamos efeito significativo do fator tempo (Fs, 130)=195,1; P<0,0001), mas n&o do fator
tratamento (F 26)=2,515; P=0,1003), com interacdo entre os fatores (F(o, 130=1,97; P=0,042)
na ingestdo de racdo. Contudo, doze horas apds a administracdo central é possivel ver uma
reducdo significativa entre o grupo losartana contra o grupo veiculo (P<0,0001). Os dados
encontram-se resumidos na tabela 3 e na figura 18 A. No tempo de uma hora, ndo ha diferenca
nos tratamentos testados sobre a ingestdo cumulativa de ragdo (F, 26=0,322; P=0,728;
Fig.18B).

Quanto a ingestdo de agua, hd um claro e esperado efeito do tempo (Fe, 130=181;
P<0,0001) e também do tratamento (F, 26=7,212; P=0,0032), mas sem interacdo entre 0s
fatores (F1o, 130=1,318; P=0,227). Os valores de média de ingestdo estdo resumidos na tabela 4
e na figura 19A, onde é possivel observar uma diminuicao significativa da ingestdo hidrica no
grupo losartana apenas ap6s 12h da administracdo central (P=0,001). Na figura 19B héa
representacdo da ingestdo ap6s 60 minutos do inicio do teste pela ANOVA de uma via, onde
ha efeito do tratamento (Fe, 26=9,567; P=0,0008), no qual os animais do grupo ANG II
beberam mais dgua que o grupo veiculo (P=0,0022). O efeito da ANG Il na ingestdo de dgua
se inicia desde a primeira meia hora (P<0,0001) até a terceira hora (P=0,0083 e P=0,023
respectivamente para 120 e 180 minutos).
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Tabela 3. Valores da ingestdo de ragéo padronizada pelo peso corporal apds microinje¢éo intracerebroventricular de

angiotensina Il ou losartana em condi¢des basais

Ingestéo de racdo padronizada (g/100g)

Tempo
Veiculo Angiotensina Il Losartana
30 0,5516 + 0,1996 0,8198 + 0,1598 0,6151 + 0,259
60’ 0,7489 +0,2218 0,9716 £ 0,1651 0,7867 =+ 0,2397
120° 1,293 £ 0,2423 1,403 £ 0,2015 1,183 £ 0,2196
180 2,402 £0,3184 2,679 £0,2634 1,830 +0,3049
240’ 2,71 £ 0,3886 2,716 £ 0,253 1,992 +0,2957
720' 8,847 +£0,9282 8,221 £ 0,4721 6,487 + 2,511
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Figura 18. Ingestdo de racdo cumulativa apds microinjecdo intracerebroventricular de angiotensina Il ou losartana
em condicdes basais. A) Grafico mostra os valores de ingestdo de alimentos padronizado pelo peso corporal (g/100g) nos
tempos de 30, 60, 120, 180, 240 e 720 minutos entre os grupos veiculo (circulo aberto), angiotensina Il (quadrado cinza) e
losartana (triangulo preto) em condigdes basais de ingestdo espontanea. Resultados das maltiplas compara¢des da ANOVA
de duas vias avaliados em comparagdo com grupo veiculo. B) Ingestdo de ragcdo cumulativa no tempo de uma hora ap6s a
mincroinje¢do i.c.v. em condigdes basais de veiculo (barra branca), ANG Il (cinza) ou losartana (preta). ****P<0,0001
comparado ao controle.
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Tabela 4. Valores da ingestao de agua padronizada pelo peso corporal apés microinjecdo intracerebroventricular de
angiotensina Il ou losartana em condiges basais

Ingestdo de 4gua padronizada (mL/100g)

Tempo
Veiculo Angiotensina Il Losartana
30 0,2289 +0,1157 1,983 +0,3582 0,2010+0,1739
60’ 0,6033 +0,2693 2,253 £0,3942 0,555+0,2536
120' 1,384 +0,43 3,165 +0,4412 1,006£0,311
180" 2,293 £0,4703 4,189 + 0,534 1,739+0,4478
240 3,301 +£0,5489 4,486 +0,4336 2,41+0,6898
720 13,82 £1,436 141+143 10,32+1,49
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Figura 19. Ingestao de 4gua cumulativa ap6s microinje¢éo intracerebroventricular de angiotensina Il ou losartana em
condigdes basais. A) Grafico mostra os valores de ingestéo hidrica padronizado pelo peso corporal (mL/100g) nos tempos de
30, 60, 120, 180, 240 e 720 minutos entre os grupos veiculo (circulo aberto), angiotensina Il (quadrado cinza) e losartana
(triangulo preto) em condigdes basais de ingestdo espontanea. Resultados das multiplas comparagdes da ANOVA de duas
vias avaliados em comparacdo com grupo veiculo. B) Ingestdo de 4gua cumulativa no tempo de uma hora apés a
mincroinjecdo i.c.v. em condi¢Bes basais de veiculo (barra branca), ANG Il (cinza) ou losartana (preta). **P<0,01 entre o0s
grupos experimentais contra o controle.
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5.5.2. Ingestdo de racéo e de agua ap06s microinjecao i.c.v. depois de 48h de jejum

Depois de passarem por jejum de 48h, de serem microinjetados com losartana ou ANG
I1, e de serem reapresentados a comida, foi-se observado o comportamento de agua e ragéo.
N&o ha diferencas significativas com ANOVA de duas vias quanto a ingestdo alimentar, onde
ha apenas variancia no fator tempo (F@, 130=205,6; P<0,0001) e ndo nos diferentes
tratamentos (Fe, 26=0,41; P=0,6658), sem interacdo entre estes fatores (F(wo, 130=0,604;
P=0,808). Os dados referentes a estes experimentos estdo representados na tabela 6 e na figura
20A. Dados representativos da ingestdo alimentar apdés 60 minutos da reapresentacao
mostram que ndo ha participacdo do tratamento de nenhuma das drogas na variancia (F,
26)=0,147; P=0,864; Fig.20B).

Quanto a ingestao de agua apos a reapresentacao de racao do jejum, é possivel observar
mais interacdes entre os tratamentos, cujos valores médios estdo resumidos na tabela 5.
Primeiramente é importante relatar que houve influéncia tanto do fator tempo (Fs, 130=232,2;
P<0,0001) quanto do fator tratamento (F, 26)=3,6; P=0,0416) na variancia, mas sem interagdo
entre os fatores (Fo, 130=0,9162; P=5205). Nas multiplas analises, ha diferenca do grupo que
recebeu losartana comparado ao controle (P=0,036) apenas ap6s 12h. Na primeira meia hora
ha apenas uma tendéncia de diferenca entre ANG Il e o controle (P=0,0567), mas com uma
hora essa diferenca torna-se significativa estatisticamente (P=0,0411). Depois ndo ha mais
alteracdes significativas (Fig.21A). Analisada apenas a ingestdo cumulativa da primeira hora
(Fe, 26=0,115; P=0,0003), observa-se que a diferenca sugerida é demonstrada pelo pds-teste
(P=0,0019) (Fig.21B).

5.5.3. Variacao do peso corporal em condi¢des basal e ap6s privacéo de 48h

Em condicdes basais, a variagdo de peso corporal apds quatro horas da microinjecao
i.c.v. de ANG Il ou losartana indica uma participacdo desta manipulacdo central na variancia
(Fe, 26=3,522; P=0,0443), embora tenha sido observado apenas uma tendéncia de diminuicdo
quando comparado o grupo losartana com o ANG Il [-2,2+£3,502g (n=10) vs 8,3+2,517g
(n=9), P=0,0552], mas ndo héa diferenca entre veiculo e ANG Il [6,222+2,866g (n=9) vs
8,312,517 (n=10), P>0,9999] e entre veiculo e losartana [6,222+2,866g (n=9) vs -2,2+3,5029
(n=10), P=0,181]. Apds 12h de microinjecdo, o tratamento ja ndo tem mais efeito na variacao
de peso corporal (Fe, 26=1,88; P=0,173), tampouco ha diferenca veiculo e losartana
[15,22+4,1269 (n=9) vs 1,5+5,576g (n=10), P=0,194] e entre veiculo e ANG Il [15,22+4,1269
(n=9) vs 9,1+4,946¢g (n=10), P>0,9999] (Fig.22A).

Apobs jejum de 48h e reapresentacdo de racdo, ndo é observada efeito do tratamento
sobre a variancia (P, 26)=0,5902; P=0,561) da alteragdo no peso corporal nem as 4h entre os
grupos veiculo e ANG Il [26+2,058g (n=11) vs 22,7+3,67g (n=10), P>0,9999], veiculo e
losartana [26+2,058g (n=11) vs 27,63+3968g (n=8), P>0,9999], nem apo6s 12h de
reapresentacdo e microinjecdo tanto na variancia (Fp, 26=0,328; P=0,723) como entre 0s
grupos controle e ANG 11 [32,64+6,552¢g (n=11) vs 27+4,378g (n=10), P>0,9999] e losartana
[32,64+6,552g (n=11) vs 28,63+2,471g (n=8), P>0,9999] (Fig.22B).
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Tabela 5. Valores da ingestdo de ragédo padronizada pelo peso corporal apés microinjegdo
intracerebroventricular de angiotensina 11 ou losartana depois de reapresentacdo de comida ap6s 48h de jejum

Ingestéo de racdo padronizada (g/100g)

Tempo
Veiculo Angiotensina Il Losartana
30' 1,633 £0,1205 1,605 +0,1618 1,4 0,206
60 2,883 +0,2634 2,689 +0,1992 2,738 £0,3673
120 3,258 +0,2711 3,115 +0,2913 3,414 +0,4318
180 3,616 = 0,2235 3,401 £0,3217 4,071 +0,4858
240' 4,334 +0,2173 3,586 £ 0,4125 4,411 + 0,49
720' 8,612 + 0,7057 8,038 + 0,6818 8,424 +0,5799
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Figura 20. Ingestdo de racao cumulativa ap6s microinjecdo intracerebroventricular de angiotensina Il ou
losartana apos 48h de jejum. Grafico A mostra os valores de ingestdo alimentar padronizado pelo peso corporal (g/100g)
nos tempos de 30, 60, 120, 180, 240 e 720 minutos entre os grupos veiculo (circulo aberto), angiotensina Il (quadrado cinza)
e losartana (triangulo preto) na reapresentagdo de ragao apos 48h de jejum. Resultados das multiplas comparagdes da
ANOVA de duas vias avaliados em comparagdo com grupo veiculo. B) Ingestéo de 4gua cumulativa no tempo de uma hora
apds a mincroinjecéo i.c.v. apos 48h de jejum de veiculo (barra branca), ANG 1l (cinza) ou losartana (preta).
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Tabela 6. VValores da ingestdo de 4gua padronizada pelo peso corporal ap6s microinjecéo
intracerebroventricular de angiotensina Il ou losartana depois de reapresentagéo de comida ap6s 48h de jejum

Ingestdo de agua padronizada (mL/100g)

Tempo
Veiculo Angiotensina Il Losartana
30 2,71 £0,3475 5,416 + 0,5411 1,501 + 0,4573
60' 4,845 +0,6175 7,706 * 0,4145 4,22 +0,5469
120' 6,712 +0,7106 8,204 + 0,4987 5,766 + 0,715
180' 7,71 £0,6687 9,146 + 0,5819 6,985 + 1,037
240' 9,293 +0,6927 9,803 £ 0,7601 8,63 +0,9276
720' 21,31+£1,733 21,33+1,715 19,54 + 1,346
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Figura 21. Ingestao de 4gua cumulativa ap6s microinje¢éo intracerebroventricular de angiotensina Il ou
losartana ap6s 48h de jejum. Gréafico A mostra os valores de ingestdo hidrica padronizado pelo peso corporal (mL/100g)
nos tempos de 30, 60, 120, 180, 240 e 720 minutos entre os grupos veiculo (circulo aberto), angiotensina Il (quadrado cinza)
e losartana (tridngulo preto) na reapresentacdo de ragdo apos 48h de jejum. Resultados das multiplas comparagdes da
ANOVA de duas vias avaliados em comparagdo com grupo veiculo. B) Ingestdo de dgua cumulativa no tempo de uma hora
apds a mincroinjecéo i.c.v. ap6s 48h de jejum de veiculo (barra branca), ANG 11 (cinza) ou losartana (preta). *P<0,05;
**p<0,01 entre 0s grupos experimentais contra o controle.
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(preto) em condicoes basal (A) e depois de 48h de jejum (B).



6. DISCUSSAO

O SFO é uma importante regido para integracao de sinais das mais diversas naturezas,
incluindo metabolicos, cardiovascular e hidroeletroliticos. Quanto ao controle autonémico e
neuroendocrino do SFO, a ANG Il tem participacdo importante neste ndcleo. A integracao
entre ANG Il e horménios com claros efeitos metabdlicos no SFO ja havia sido descrita por
Cancelliere e Ferguson (2017), que observaram também que quanto maior concentracdo de
glicose onde neurdnios do SFO sdo cultivados e testados, maior a propor¢do de neurdnios
responsivos a ANG Il. Na ocasido, a hipdtese deles foi que os niveis de glicose alteravam a
expressdo de receptores AT:. Nossos dados mostram que ndo ha diferencas significativas na
expressdo de mRNA para receptores ATia nas células do SFO incubados em diferentes
concentracfes de glicose por até 24h, e a Unica diferenca observada foi uma diminuicdo na
expressdo de mRNA para ATz apos 6h e 24h nos trés periodos em que avaliamos (1h, 6h e
24h). E importante ressaltar que os resultados de RT-gPCR indicam alteragio na expressio de
MRNA para os receptores AT1a e, embora a expressdo de mRNA esteja alta na primeira hora,
ndo quer dizer, necessariamente, que haja uma diminuicdo na expressdo de AT1a nas células
do SFO depois de 24h. A expressdo de mMRNA pode indicar a expressdo da proteina de fato
em muitos casos (OSTLUND; SONNHAMMER, 2012), mas por se tratar de um experimento
in vitro com outros fatores relacionados a técnica podem afetar esta expressdo. Esta elevada
expressdo de ATia na primeira hora pode ser devido a adaptacdo das células ao novo
ambiente.

Outro possivel alvo para acdo da ANG Il seriam o0s receptores ATz, que estdo
implicados em alguns mecanismos pelos quais a ANG Il pode afetar a ingestdo de alimentos.
Infusdo i.c.v. de um antagonista AT. ap0s 24h de privacdo alimentar diminuiu a ingestéo de
alimentos comparado aos grupos veiculo e losartana, reforcando o papel deste receptor na
ingestdo alimentar depois de periodos de jejum em ratos (WEISINGER et al., 1997). O
receptor AT, ndo é detectavel no SFO de ratos (JOHREN; INAGAMI; SAAVEDRA, 1995;
LENKEI et al., 1997), inclusive n6s mesmo falhamos em detectar seu mMRNA (dados nédo
mostrados) em células dissociadas do SFO. Este receptor angiotensinérgico foi reportado estar
presente em neurdnios de SFO de camundongos, mesmo que em baixos niveis (DE KLOET et
al.,, 2016). Os efeitos do bloqueio AT: i.c.v. podem estar relacionados tambeém a outras
regides encefalicas que ndo o SFO. Entretanto, a relevancia dos receptores AT> nas células do
SFO integrando respostas a ANG Il circulante e o estado metabdlico do animal permanecem
um interessante alvo de estudo, especialmente quando este receptor ja foi implicado com parte
da resposta das células do SFO a ANG Il (ONO; HONDA; INENAGA, 2001).

Investigamos também se neurdnios sensiveis a glicose também sdo sensiveis a ANG II.
Observamos que os neurdnios do SFO que respondem a ANG Il podem também perceber
alteracbes de glicose do meio onde estdo sendo registrados. Entretanto, ndo ha correlagéo
entre a responsividade a ANG Il e qualquer um dos trés fenotipos de glicossensibilidade,
podendo estes neurdnios ser tanto GE, Gl ou nGS. Inclusive, entre 0s neurdnios que
respondiam a ANG I, a proporc¢édo dos fenotipos de glicossensibilidade foram similar aquela
ja reportada na literatura: 50% nGS, 25% GE e 25% Gl (MEDEIROS; DAI; FERGUSON,
2012). Ao testar a resposta de um mesmo neurdonio do SFO a ANG Il em duas diferentes
concentragOes de glicose, observamos que alguns neurdnios que ndo respondiam em 5mM de
glicose passam a responder a ANG Il a 10mM. Esta observagdo de um mesmo neurdnio
apresentar diferentes respostas a ANG Il dependendo da concentracdo de glicose parecem ter
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mais relagdo com alteracbes glicémicas agudas influenciando o potencial de membrana.
Alguns mecanismos responsaveis por glicossensibilidade em diversas células que apresentam
relagdo com os mecanismos de sinalizacdo da ANG Il. Um importante mecanismo de
glicossensibilidade inclui a expressdo dos canais Katp, (BURDAKOV; LUCKMAN;
VERKHRATSKY, 2005), tendo sido implicados como responsaveis pelo mecanismo de
glicossensibilidade pelo menos de neurénios Gl do SFO (MEDEIROS; DAI; FERGUSON,
2012). Na musculatura lisa vascular, um possivel mecanismo pelo qual a ANG Il induz
vasoconstric¢do é a inibigdo de canais Katp, e poderia ser mediado por estimulo da proteina
quinase C (PKC) (KUBO; QUAYLE; STANDEN, 1997) e fosfolipase C (PLC) e inibicdo da
proteina quinase A (PKA) (HAYABUCHI; DAVIES; STANDEN, 2001) causada pela
ativacdo de receptores ATi. Outra possibilidade de glicossensibilidade é o cotransportador
sodio-glicose (SGLT, do inglés sodium-glucose transporter) (BURDAKOV; LUCKMAN;
VERKHRATSKY, 2005). Estes transportadores de membrana classicamente conhecidos por
sua participacao na reabsorcdo de glicose nos tubulos proximais, onde a expressao do subtipo
SGLT2 pode ser estimulada pela ANG Il (BAUTISTA et al., 2004). SGLT também estéo
presentes no SNC (YU et al., 2010) e, no hipotalamo, um subtipo especifico do transportador,
0 SGLT3 € descrito como uma forma de glicossensibilidade (O’MALLEY et al., 2006).
Diferente dos demais transportadores da mesma familia, o SGLT3 atua mais como um
receptor para glicose do que um transportador (DIEZ-SAMPEDRO et al., 2003), e tem sido
implicado em algumas disfuncGes metabolicas do SNC como mal de Alzheimer por exemplo
(SCHEEPERS; JOOST; SCHURMANN, 2015). Qual dessas vias é responsavel pela
glicossensibilidade no SFO e que podem estar alteradas nas diferentes concentracdes de
glicose provocando a resposta dual a ANG Il observada permanece um questionamento a ser
explorado em estudos futuros.

Ainda sobre a resposta dual a ANG Il mostrada no altimo protocolo da eletrofisiologia
pela técnica de patch clamp, hd uma importante observacdo acerca de muitos estudos in vitro
em neurdnios do SFO: tanto em células dissociadas quanto em fatias, usam uma concentracéo
de glicose de 10mM ou maior em seus experimentos (LI; FERGUSON, 1993a; RAUCH et
al., 1997; SCHMID; SIMON, 1992; WANG et al., 2004). A concentracdo de glicose
plasmatica varia entre 5,0mM a 5,5mM (90mg/dL a 100mg/dL) em condicBes basais tanto no
modelo experimental de rato (ALPONTI; SILVEIRA, 2009) e humanos (TABAK et al.,
2009). O SFO ¢ capaz de perceber alteracBes da concentracdo de glicose diretamente do
sangue, ja que é desprovido de BHE. Assim, a alta concentracdo de glicose usada nos estudos
prévios pode influenciar tanto a populacdo de canais, como a resisténcia de entrada e o
potencial de membrana da célula. Esta discrepancia pode ser ainda maior em experimentos
com fatias cerebrais, registrando células presentes em regides que, no animal vivo, sdo
banhados apenas por liquido cefalorraquidiano, onde a concentracao de glicose é mantida pelo
plexo coroide em cerca de 50% a 60% da glicemia (HOCHWALD; MAGEE; FERGUSON,
1985). Com isso, além da possibilidade de alteragdo fisioldgica da resposta de neurdnios do
SFO a ANG Il dependendo da glicemia, nossos dados também apontam um possivel
problema na superestimacdo de resultados eletrofisioldgicos que usam concentracdes muito
elevadas de glicose para registro da atividade elétrica destes neurénios.

Baseados nas observacgdes até 0 momento e na auséncia de estudos mais aprofundados
da participacdo do SRA em condi¢des de baixa oferta energética na ingestdo de agua e
comida, decidimos avaliar os efeitos da privagdo alimentar no animal inteiro.

H& um componente de estresse envolvido neste periodo de jejum, que é evidenciado
pelo aumento da corticosterona plasmatica, mesmo que nao seja possivel observar aumento de
AVP. Estudos prévios mostram que a privacao alimentar de 48 horas € capaz de evocar efeito
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similar de aumento da corticosterona sem alteracdo do AVP em camundongos, como o
aumento da expressdo de mRNA de CRH no PVN (YADAWA; CHATURVEDI, 2016), e
aumento de noradrenalina, adrenalina, dopamina, corticosterona e ACTH plasmaticos em
ratos apds 40h de jejum (KISS; JEZOVA; AGUILERA, 1994).

No jejum, ha também um aumento nos niveis plasmaticos de ANG | e Il desde as
primeiras 24h. Alguns fatores podem levar a este aumento, desde o fato de os animais
beberem menos agua e apresentarem diminuicdo do volume do liquido extracelular, ou por
ativacdo simpatica do estresse da privacdo alimentar (KRAUSE et al., 2011; MECAWI et al.,
2015). Ora, a ANG II, aumentada desde as primeiras 24h de jejum, tem relacdo com 0 eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA), ja que ANG Il estimula diretamente a secrecdo de CRH
(SUMITOMO et al., 1991), estimula a secre¢do de glicocorticoides atuando diretamente no
cortex adrenal (GIACCHETTI et al., 1996) ou via estimulo da atividade simpatica sobre a
adrenal (NAKAMURA et al., 2015) e estimula a secregdo hipotalamica de AVP
(FERGUSON; RENAUD, 1986), que é um importante secretagogo de ACTH na adeno-
hipofise (LUTZ-BUCHER et al., 1980). Isso poderia explicar o aumento da corticosterona
observado.

Hindmarch e colaboradores (2008), usando a analise de transcriptoma, observaram que
a privacao alimentar de 48h altera a expressdo de receptores AT1 no SFO de ratos. Aqui nds
confirmamos estes resultados por meio de RT-gPCR, observando um aumento de cinco vezes
na expressdo de mMRNA para os receptores AT1 no SFO, mas também expandimos 0 mesmo
avaliando a expressdo deste receptor com 24h de jejum. Observamos entdo que nas primeiras
24 horas de privagdo alimentar, ndo ha aumento na expressdo de receptores AT1 no SFO.

Ainda durante jejum de 48h, a glicemia tem queda progressiva proporcionada pela
auséncia de aporte energético pela alimentacdo. Sendo assim, o jejum é uma condicdo que
causa hipoglicemia e aumento dos receptores ATia no SFO. O aumento da expressédo do
receptor AT1a pode ser um mecanismo de defesa do organismo para garantir que, em uma
condicdo de baixa concentracdo de glicose na qual os neurbénios do SFO tendem a responder
menos a ANG Il (CANCELLIERE; FERGUSON, 2017), este OCV possa continuar a exercer
uma resposta adequada a ANG 1l circulante. Agora o que leva a este aumento de AT1a pode
ndo ser a hipoglicemia, j& que mostramos que uma concentracdo extremamente baixa de
glicose (ImM ou 18mg/dL) ndo altera a expressdao de AT:. Uma possibilidade para este
aumento é a prépria ANG Il plasmatica levando ao aumento da expressao de AT1 no SFO, ja
gue o SRA esta mais ativado desde as 24 primeiras horas de privacdo alimentar, mas o
aumento da expressdo de AT1 no SFO s6 comeca a ser observada a 48h.

De fato, a superativacdo de receptores AT1 é capaz de levar a ativacdo de mecanismos

para sua dessensibilizacdo e internalizacdo (FENG et al., 2005). Receptores acoplados a
proteina G, como o receptor AT1, quando ativados levam a desacoplacdo da proteina G, o que
expde seu sitio intracelular carboxiterminal que é fosforilado. Essa modificacdo pos-
traducional, além de reduzir a possibilidade de reacoplamento com a proteina G, serve de
sinal para que proteinas como [-arrestinas marquem estes receptores para serem
internalizados (FERGUSON, 2001). Estes receptores podem ficar em endossomos até serem
“ressensibilizados” e levados de volta a superficie. Esta ¢ uma das formas de o organismo
evitar a superativacdo do receptor, e isso pode levar a uma diminuicdo da expressdo de
receptores AT: na membrana de células do SFO num primeiro momento. Entretanto, a
ativacdo de receptores ATy, além da classica via que depende da proteina Gq, pode ativar
também a via das proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPK), que esta implicada no
aumento da expressdo de receptores AT: (ANSAR et al., 2013). A via das MAPK pode ser
ativada ndo apenas pela ativacdo do receptor, como também pela prépria internalizacdo do
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receptor AT, causado pela sua superativacdo (COSTA-NETO et al., 2014; FENG et al.,
2005). A ANG Il aumentada em algumas condi¢cBes como administracdo crénica de ANG Il
ou hipertensdo induzida pelo modelo dois rins e um clipe é capaz de aumentar a expressdo de
ATy em alguns territorios vasculares especificos como glomérulos ou tubulos proximais
renais (DOUGLAS, 1987; HARRISON-BERNARD et al., 2018). Também a nivel de SNC a
ANG Il pode levar ao aumento no mRNA para ATy, incluindo no SFO, 0 que encontra suporte
na literatura, ja que a ANG Il aumenta a expressdo de AT: no SNC de ratos, incluindo no
SFO (MOELLENHOFF et al., 2001; PORCARI et al., 2019; PORTER, 1999). Desafios que
levam ao aumento da ANG |1 plasmética como privacdo hidrica (BARTH; GERSTBERGER,
1999; GREENWOOD et al., 2015) também levam a este aumento de ATi.. Aumento da
expressdo de ATia ndo foi observado nos nossos experimentos in vitro apenas pela condicdo
que emulava hipoglicemia (ImM de glicose), o que pode reforcar o papel na ANG II, em
detrimento da concentracdo de glicose, na modulacéo da expressao de AT1a no SFO. Talvez a
cultura com diferentes concentracdes de ANG Il sirva para trazer ainda mais forca a esta
hip6tese da ANG Il estimulando o aumento da expressdo de ATy no SFO. A partir destas
observacOes, buscamos avaliar como a privacdo alimentar afeta o0 comportamento de ingestao
hidrica e se o bloqueio de receptores AT:1 pode de alguma forma alterar o comportamento de
ingestdo de agua e racdo. Experimentos com privacao alimentar e 0 SRA sao menos comuns,
e, no geral, mais antigos, sendo, muitas vezes, baseados nas observac¢des de que, em diversas
espécies, os individuos comem menos quando sdo privados de agua, por processo de origem
central para promover a conservagdo de fluidos corporais (MCFARLAND; ROLLS, 1972). Ja
foi mostrado que a administracdo intracerebroventricular de ANG 1l estimula a ingestdo de
agua mais répido do que inibe a fome em ratos mantidos em jejum por 24h (MCFARLAND;
ROLLS, 1972). Ainda, a administracdo de ANG Il na area pré-Optica lateral reduziu a
ingestdo de alimentos ap6s o jejum em animais hiper-hidratados (ROLLS; MCFARLAND,
1973). Apds quatro dias de privagcdo alimentar, a administragdo intraperitoneal de
isoproterenol (um agonista [B-adrenérgico capaz de aumentar a atividade do SRA por
estimular a secrecdo de renina) aumenta a ingestdo de 4gua em uma hora em ratos, quando
comparados ao controle, mas sem alterar a ingestdo de alimentos (YEH; BAKER,;
KATOVICH, 1986). Depois, foi-se mostrado que o bloqueio central dos receptores AT> pelo
antagonista PD-123319 em ratos jejuados por 24h s6 leva a diminuicéo na ingestdo de agua, e
nédo de alimentos depois de uma hora de consumo (ROWLAND; FREGLY, 1993). Resultado
similar seria descrito mais tarde, também depois de 24h de jejum, com losartana diminuindo a
ingestdo cumulativa de agua mas ndo de comida duas horas depois da reapresentacdo
(WEISINGER et al., 1997). Em 2006, estudos com camundongos transgénicos knock-out para
0 receptor AT> permitiram hipotetizar uma participacdo deste receptor no equilibrio
metabolico que seriam importantes mecanismos de adaptacdo do organismo frente a
momentos de falta de alimentos, j& que nos animais sem o receptor a perda de peso foi
atenuada com a privacao alimentar (YVAN-CHARVET et al., 2006).

Em nosso protocolo, a privacdo de alimentos por 48h levou a uma queda no peso
corporal, da ingestdo de fluidos e do volume urinario, culminando na redugdo do volume do
liquido extracelular, mostrada pelo aumento do hematdcrito. Entretanto, o tratamento com
losartana ndo foi capaz de alterar estes efeitos. A ingestdo de fluidos reduzida é compativel
com achados prévios da literatura (KISS; JEZOVA; AGUILERA, 1994) e muito se deve a
ndo ingestdo de alimentos, j& que muitas vezes a ingestdo hidrica € um reflexo da ingestao
alimentar, que € um estimulo para a sede (KRALY et al., 1995). A ingestdo diaria de
alimentos nos animais que nao foram submetidos ao jejum também ndo teve influéncia do
tratamento subcrénico com losartana na agua de beber durante as 48h, indicando que o
blogueio AT sistémico pode ndo exercer efeitos na ingestdo alimentar de animais com acesso
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livre a ragdo padrdo, o que € compativel com dados prévios da literatura (SMITH et al.,
2014).

Em relagdo a glicemia, observamos que o bloqueio de receptores AT: atenuou esta
queda as da concentracdo de glicose entre 24 e 48h de jejum. O SRA tem efeito em diferentes
niveis de controle da glicemia, agindo desde a secrecdo de hormonios pancredtico até
influenciando a sensibilidade a estes hormanios.

O pancreas é um importante 6rgao endécrino, com papel fundamental no controle do
balango energético pela secre¢do de horménios como insulina e glucagon. E tal qual o tecido
adiposo, o pancreas também apresenta todos os principais componentes do SRA atuando de
forma local para controle de seu funcionamento (GRAUS-NUNES; SOUZA-MELLO, 2019;
LEUNG; CHAPPELL, 2003). As ilhotas pancreaticas (estruturas que concatenam a
importante funcdo enddcrina do 6rgdo) apresentam angiotensinogénio nas células-a (REGOLI
et al., 2003), ECA e ECA-2 na periferia das ilhotas e em sua microvasculatura (TIKELLIS et
al., 2004), e os receptores AT1 e AT, respectivamente nas células-p e 6 (GRAUS-NUNES;
SOUZA-MELLO, 2019; TIKELLIS et al., 2004). A resisténcia a insulina, como a que ocorre
no diabetes mellitus do tipo 2 por exemplo, leva a hipertrofia das células-p e aumenta a
expressdo de receptores AT1 nas mesmas, 0 que reduz o fluxo sanguineo as ilhotas e diminui a
secrecdao de insulina (LEUNG, 2007), além de aumentar o estresse oxidativo e favorecer a
apoptose (KIKUMOTO et al., 2010; LUPI et al., 2006). Antagonistas de receptores AT:
como losartana sdo capazes de diminuir a hipertrofia das ilhotas pancreaticas e aumentar a
vascularizagdo insular em camundongos obesos com dieta hipercal6rica, muito porque o
bloqueio AT favorece a via ECA-2/ANG(1-7)/Mas (GRAUS-NUNES et al., 2017). A
ANG(1-7) atuando em seus receptores Mas promove a funcdo da célula-B pancreatica por
aumentar o segundo mensageiro CAMP, que modula vias de amplificacdo acessorias para
liberacdo de insulina que ndo tem necessariamente relacdo com a secrecdo classica de insulina
mediada por glicose (SAHR et al., 2016). Perifericamente, a ANG Il e seu receptor AT:
parecem exercer alguns outros efeitos ndo relacionados necessariamente com a secre¢do de
insulina, mas sim com sua sensibilidade. Uma forma como a ANG Il ou os bloqueadores AT
podem inferir na ingestdo alimentar é via PPAR-y. Antagonistas AT: atuando direta ou
indiretamente por receptores PPAR-y (REID, 2005), levam a diminui¢cdo do peso corporal
(HE et al., 2010) e aumenta a sensibilidade a insulina tanto em animais hipertensos
(MULLER-FIELITZ et al., 2012) como em n&o hipertensos (SCHUSTER et al., 2018).

No jejum, alguns sistemas hormonais encontram-se ativados para garantir a homeostase
energética (PETERSEN; VATNER; SHULMAN, 2017). Um importante mecanismo para
aumentar a glicemia consiste na producdo de novas moléculas de glicose a partir de outros
precursores organicos, a gliconeogénese (HATTING et al., 2018). Alguns tecidos apresentam
a maquinaria celular necessaria para gliconeogénese, incluindo os rins. Entretanto, o principal
0rgdo capaz de realizar este processo bioquimico a nivel sistémico é o figado (PETERSEN;
VATNER; SHULMAN, 2017). A ANG Il também pode atuar diretamente tecido hepatico.
Receptores AT1 também estdo presentes no figado e se encontram aumentados em situagdes
patoldgicas, como esteatose e fibrose (BATALLER et al., 2005), tanto que iECA e ARB
demonstram atividade de diminuir estas lesdes (TOBLLI et al., 2008). Ainda, a ANG Il via
receptores AT é relacionada com a ativacdo da gliconeogénese renal partilhando de vias
comuns ao glucagon de ativagdo de MAPK nas células mesangiais dos glomerulos (LI,
CARRETERO; ZHUO, 2006). O que observamos, entretanto, foi o a losartana atenuando a
queda da glicemia, sugerindo uma mobilizacdo de glicose. Pode ser que, neste caso, a ANG I
esteja atuando por outras vias, aumentando a gliconeogénese. Os estimulos hormonais para
gliconeogénese incluem o glucagon, catecolaminas e glicocorticoides (PETERSEN;
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VATNER; SHULMAN, 2017). O glucagon é horménio peptidico produzido nas células-a
pancreatica, que tem como principal estimulo para sua secrecdo a diminuicdo da glicemia
(MULLER et al., 2017). A ANG Il ¢ capaz de levar ao aumento na concentragdo plasmatica
de glucagon, mas por vias indiretas, sem estimular diretamente as células-a (MILDNER et al.,
2017). Uma possivel via indireta que a ANG Il participa que pode levar a essa secre¢do de
glucagon é a ativacdo do SNS, ja que as células-o respondem ao estimulo ay e B-adrenérgico
(VIEIRA; LIU; GYLFE, 2004). Outro estimulo para mobilizagdo de glicose € a ativagdo do
eixo HHA, incluindo a participacdo de catecolaminas (BARTH et al., 2007) e dos
glicocorticoides, como a corticosterona (KUO et al., 2015). A corticosterna estd aumentada
no jejum, como mostra nosso modelo experimental, bem como h& aumento das cetecolaminas
(BALI; JAGGI, 2013). O bloqueio AT: é capaz de diminuir a atividade do eixo HHA,
podendo assim, diminuir esta atividade sobre o metabolismo (KRAUSE et al.,, 2011),
podendo este ser 0 motivo mais provavel das nossas observacdes do efeito da losartana na
glicemia.

Na reapresentagdo de comida, o que se observou foi que os animais com losartana
advindos do jejum bebem menos agua nos primeiros 60 minutos, e isto € parte dos efeitos do
blogueio dos receptores AT1 na ingestdo hidrica. Esta observacéo sugere que o bloqueio AT1
é capaz de causar diminuicdo da ingestdo de agua relacionada a alimentacdo neste curto
periodo pds-reapresentacdo. Depois a ingestdo hidrica e de comida se estabiliza nos proximos
tempos e isso pode ser pelo fato de os animais que estavam jejuados terem comido bastante e
ativado outros mecanismos de sede que nosso tratamento com losartana em baixas doses ndo
foi capaz de alterar.

Num outro protocolo in vivo, foi avaliado o efeito da administracédo i.c.v. de losartana
ou ANG Il em animais alimentados e apds 48h de jejum. Como esperado, houve um claro
efeito da ANG Il aumentando agudamente a ingestdo de agua, tanto no basal com apds o
jejum, reforcando um dos mais classicos efeitos deste horménio sobre o SNC (SIMPSON;
EPSTEIN; CAMARDO, 1978). Entretanto, a administracdo de ANG 11 i.c.v. in bolus nédo
alterou a ingestdo de racdo em condices basais ou apds jejum de 48h. Por outro lado, o
tratamento com losartana i.c.v. foi capaz de diminuir a ingestdo de agua e de comida em
condicbes basais 12 horas ap6s a administracdo. A aparicdo dos efeitos da losartana i.c.v
terem sido mais tardios podem ser devido a sua meia vida ser de cerca de 2 horas (SICA;
GEHR; GHOSH, 2005), e, com isso, permanecer mais tempo exercendo seu efeito na ingestao
cumulativa.

Na reapresentacdo de racdo apos o jejum, o Unico efeito observado foi da losartana
diminuindo a ingestdo hidrica cumulativa depois de 12h da reapresentacdo de racdo, sem
efeito significativo sobre a ingestdo alimentar, reforcando este o efeito do SRA controlando a
ingestdo de agua perante a alimentacdo. Novamente, pode ter o efeito previamente comentado
da acdo mais prolongada da losartana. Mas ainda, o estimulo de fome evocado por 48h de
privacdo alimentar pode ter sido muito intenso, evocando mecanismos orexigénicos de maior
importancia no controle da ingestdo alimentar (PERELLO; STUART; NILLNI, 2007; VAN
DEN TOP et al., 2017). Quanto ao peso corporal, apenas ha diferenca no basal entre os
grupos losartana e ANG Il apds 4h da microinjecdo central, que pode ser devido ao maior
consumo de agua dos animais que receberam ANG Il, que eleva o peso corporal. Estes
efeitos, inclusive, sdo passageiros e ndo sdo mais observados apés 12h, que pode ser devido
ao curto efeito que a ANG Il apresentou, ja que sua meia vida é bastante curta, de menos de
20 segundos (CHAMPMAN; BOOKS; MUNDAY, 1980). Isso parece ir de encontro ao
exposto na revisdo bibliografica, onde o efeito da ANG Il sobre o peso corporal, quando
observado, tende a diminuicdo, mas €& importante salientar que este efeito ocorre
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principalmente em administragdes continuas centrais (PORTER; POTRATZ, 2004) ou
periféricas (CASSIS et al., 1998). Apenas em camundongos a administracdo de ANG Il i.c.v.
foi capaz de diminuir o peso corporal quando in bolus (NAKANO-TATENO et al., 2012).

Os estimulos de fome e sede podem ser dificeis de ser separados, bem como eles podem
mutualmente estimular e inibir uns aos outros (YOSTEN; SAMSON, 2014). Uma das formas
pela qual a interacao entre fome e sede envolvendo o SRA se da pode ser pela osmolaridade e
eletrolitos, ndo s6 apds ganharem a corrente sanguinea depois de absorvidos, mas no proprio
trato gastrointestinal (TGI). A ingestdo de comida, especialmente a racdo seca oferecida aos
animais experimentais, desloca grande quantidade de fluidos corporais para o TGl
(LEPKOVSKY et al., 1957; WEISINGER et al., 1997), o que pode resultar num déficit de
fluidos celular e extracelular. Esta hipovolemia pos-prandial pode levar a estimulo para
ingestdo de agua via sistema nervoso autbnomo, com ativacdo de receptores de estiramento no
sistema circulatério (FITZSIMONS, 1980; MECAWI et al., 2015), bem como também pela
ativacdo do SRA (KRALY, 1984; KRALY; CORNEILSON, 1990). Isso poderia explicar o
comportamento de busca por dgua apds a ingestdo de alimentos, que nos casos dos nossos
animais, é racdo seca farelada. Esse fendbmeno pode inclusive ser antecipado via SFO pela
influéncia da passagem do alimento pela cavidade oral, ainda que a participacdo da ANG Il
no SFO ndo tenha sido investigada especificamente neste caso (ZIMMERMAN et al., 2016).

Estes efeitos fisicos de mobilizacdo de fluidos e eletrolitos no trato digestério sdo
importantes, mas também podem n&o ser a Unica forma de explicar como esta relacao se da, ja
que circuitos neurais também estdo envolvidos. O hipotalamo lateral, que possui diferentes
populagdes neuronais relacionadas com ingestdo de alimentos pode servir de catalizador da
integracdo entre fome e sede (VAN DIJK et al., 2011), j& que ha projecGes de ndcleos desta
regido, como o nucleo arqueado, tanto para o PVN (SAPRU, 2013) como para o SFO
(ROSAS-ARELLANO; SOLANO-FLORES; CIRIELLO, 1993). Ainda, estas trés regibes
podem se projetar para regides bulbares atuando no controle do sistema nervoso autbnomo
simpatico, fechando um ciclo de controle cardiovascular, metabdlico e hidroeletrolitico
(FERGUSON; DAY; RENAUD, 1984; SAPRU, 2013). A relacdo destas vias pode servir as
informacdes periféricas que chegam ao SFO, incluindo a ANG I1, no controle integrado entre
os balancos metabdlicos e hidroeletroliticos. Isto posto, as observacdes desta tese indicam que
0 SRA pode estar relacionado com a ingestdo de agua associada a ingestdo de alimentos,
como uma forma de compensar o aporte de substrato via TGI a circulacdo sanguinea. Este
efeito pode servir de protecdo contra possiveis alteragdes no volume circulante no periodo
imediatamente apos a alimentacéo.
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7. CONCLUSAO

Nossos dados trazem nova luz sobre os mecanismos pelos quais a ANG Il participa na
regulacdo homeostética e comportamental integrada frente a desafios metabdlicos, permitindo
as seguintes conclusoes:

e Neurbnios do SFO responsivos a ANG Il também podem perceber alteracdes na
concentracdo de glicose, mesmo que ndo haja uma distribuicdo destes neurdnios em algum
dos fenotipos de glicossensibilidade.

¢ A incubacgédo em diferentes concentracdes de glicose ndo altera a expressdo de ATiaem
células isoladas do SFO.

e A resposta de um neurénio do SFO a ANG Il pode variar de acordo com a
concentracdo de glicose agudamente, sendo que quanto maior a concentracdo da glicose,
maior a propor¢do de neurdnios que respondem.

e A privacdo alimentar de 24h e 48h leva a ativacdo do SRA periférico, com aumento
das concentracGes plasmaticas de ANG | e I, mas somente as 48h leva ao aumento da
expressdo de mMRNA de ATz1a no SFO.

e Apesar de in vitro a glicose ndo alterar a expressao de receptores AT, 0 jejum de 48h
ativa 0 SRA e isso leva ao aumento da expresséo de AT1 no SFO.

e O bloqueio AT sistémico em baixas doses atenua a diminui¢do da glicemia apds 48h
de jejum.

e Em condigdes basais, o blogueio central de receptores AT1 tem um efeito subcrénico
na diminuicdo da ingestdo de agua e de alimentos.

e O aumento da ANG Il plasmatica esta envolvido com a ingestdo de agua associada a
alimentacdo, provavelmente como um mecanismo de defesa do organismo a desidratacdo
durante a ingestdo de comida.
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