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RESUMO

SOUZA, Viviane Felintro. Efeito da sede intracelular nas respostas exploratorias e
analogas a ansiedade em ratos: possivel participacdo dos receptores AVPRl1a e OTR.
2018. 69p. Dissertacdo (mestrado em Ciéncias Fisiologicas). Instituto de Ciéncias Biologicas
e da Saude, Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

A sede é uma sensacdo que induz a ingestdo de agua. Esse comportamento € essencial para a
manutencdo da vida, e os vertebrados recorrem a um conjunto de mecanismos neuro-humorais
que regulam constantemente o0s teores de agua e sddio corporais. Diferentes estimulos
osméticos, como privacdo de agua e sobrecarga salina, desencadeiam a liberacdo de
vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) e, consequentemente, suas acdes sistémicas. Recentes
estudos demonstraram que 0s neurdnios paraventriculares vasopressinérgicos magnocelulares
se projetam para regides extraipotalamicas, que incluem a habénula lateral e a amigdala
central. Sendo assim, € possivel que essas estruturas e neuropeptideos também estejam
envolvidos com as mudancas nos comportamentos andlogos a ansiedade em condicGes de
hiperosmolalidade. O objetivo deste estudo foi analisar o efeito da hiperosmolalidade
induzida pela desidratacdo em comportamentos semelhantes a ansiedade e na expresséo
génica de receptores para AVP e OT, bem como, enzima glutamato descarboxilase (GAD) e o
transportador de glutamato vesicular (vVGLUT) na amigdala e habénula. Para tanto, foram
utilizados ratos Wistar (~ 300g) separados em cinco grupos: controle (CT), privacdo hidrica
por 24 horas (PH24) e 48 horas (PH48) e sobrecarga salina com NaCl 1,8% por 24 horas
(SS24) e 48 horas (SS48). Os grupos foram submetidos ao teste de campo aberto (CA)
seguido pelo labirinto em cruz elevado (LCE), enquanto outro grupo de ratos foi submetido a
caixa claro e escuro (CCE). Todos os testes foram realizados no periodo noturno. Para
verificar a influéncia da desidratacdo na expressao génica nos usamos RT-qPCR. Todos 0s
dados sdo descritos como media + erro padrdo da media e a significancia estatistica foi
estabelecida em p<0,05. A osmolalidade plasméatica aumentou significativamente nos grupos
PH48 (p=0,0039) e SS48 (p=0,0176) enquanto o hematdcrito aumentou apenas no grupo
WD48 (p=0,0003). No LCE houve aumento da porcentagem do tempo despendido nos bracos
abertos em PH48 (p=0,00124) e SS48 (p<0,0001), assim como, maior porcentagem de
entradas nos bracos abertos, PH48 (p=0,0143) e SS48 (p<0,0001), indicando uma resposta
ansiolitica. Adicionalmente, a regressdo linear demonstrou uma correlacdo diretamente
proporcional entre a osmolalidade plasmatica e o tempo de permanéncia nos bracos abertos
(p=0,0142; r=0,3631). No CA, nenhuma diferenca foi observada, indicando que os animais
ndo aumentaram a atividade locomotora espontanea. J& na CCE, apenas o grupo PH48
(p=0,0424) apresentou aumento no tempo de permanéncia na area clara. Em relacdo a
expressdo génica, observamos aumento significativo na expressdo do receptor para OT
(p=0,0103) na amigdala central e para vGLUT2 (p=0,0430) na habénula, ambos no grupo
PH48. Nossos dados demonstram que a hiperosmolalidade plasmatica induzida por 48 horas
de privacao hidrica e sobrecarga salina desencadeia um comportamento ansiolitico em ratos,
independentemente da atividade locomotora. Este comportamento ansiolitico é provavelmente
essencial para a busca de dgua em animais desidratados e pode envolver a participacdo da
sinalizacdo da OT na amigdala central.

Palavras chaves: Sede, comportamentos analogos a ansiedade, receptor para ocitocina,
amigdala central.



ABSTRACT

SOUZA, Viviane Felintro. Effect of intracellular thirst on exploratory and anxiety-like
responses in rats: possible participation of AVPR1a and OTR receptors. 2018. 69p.
Dissertation (master's degree in Physiological Sciences).Institute of Biological Sciences and
Health, Department of Physiological Sciences, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

Thirst is a sensation that induces water intake. This behavior is essential for the maintenance
of life, and the vertebrates resort to a set of neurohumoral mechanisms that constantly regulate
the body water and sodium content. Different osmotic stimuli, such as water deprivation and
salt loading, trigger the release of vasopressin (AVP) and oxytocin (OT) and, consequently,
their systemic actions. Recent studies have demonstrated that magnocellular vasopressinergic
paraventricular neurons project to extrahypothalamic regions, which include the lateral
habenula and central amygdala. Thus, it is possible that these structures and neuropeptides are
involved with the changes in anxiety-like/motivated behaviors under conditions of
hyperosmolality. The objective of this study was to analyze the effect of the hyperosmolality
induced by dehydration on anxiety-like behaviors and gene expression of the AVP and OT
receptorsas well as, the enzyme glutamate decarboxylase (GAD) and the vesicular glutamate
transporter (vGLUT) in amygdala and habenula. For this purpose, we used Wistar rats
(~3009g) separated into five different groups: control (CT), water deprivation for 24 hours
(WD24) and 48hours (WD48) and salt loading wich NaCl 1.8% for 24 hours (SL24) and 48
hours (SL48). These groups were submitted to the open field test (OF) followed by the
elevated plus maze (EPM) while another set of rats underwent the light/dark box test (LDB).
All tests were carried out in the night period. To verify the influence of dehydration in gene
expression we used RT-gPCR. All data are described as mean * standard error of the mean
and statistical significance was set at p<0.05. Plasma osmolality increased significantly in the
PH48 (p=0.0039) and SS48 (p=0.0176) groups while hematocrit increased only in the WD48
group (p=0.0003). In the EPM there was an increased in the percentage of time spent in the
open arms in WD48 (p=0,00124) and SL48 (p<0,0001), as well as, increased percentage of
entries in the open arms, WD48 (p=0,0143) e SL48 (p<0,0001), indicating an anxiolytic
response. In addition, the linear regression analysis showed a positive correlation between the
increase in osmolality and the time spent in the open arms (p=0.0142; r=0.3631). In the OF
test, no differences were observed, indicating that animals had no increase in spontaneous
locomotor activity. Already in the LDB, only WD48 group increased the time in light area
(p=0.0424). In relation to, gene expression we observed a significant increase in mRNA for
OTR (p=0.0103) in WD48 in the central amygdala, as well as also increased VGLUT
expression in habenula (p=0.0430). Our dada demonstrate that the plasma hyperosmolality
induced by 48 hours of water deprivation and salt loading induces an anxiolytic-like behavior
in rats independently of locomotor activity. This anxiolytic behavior was probably essential
for the search for water in dehydrated animals and may involve the participation of OT
signaling in the central amygdala.

Key words: Thirst, anxiety-like behaviors, oxytocin receptor, central amygdala.
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1 INTRODUCAO

As quantidades de agua e so6dio no corpo devem ser mantidas em uma faixa muito
estreita de valores, tendo em vista que a agua perfaz mais da metade da massa dos seres Vvivos.
A 4gua e o sodio atuam na manutencdo de funcbes bioldgicas vitais, desta forma, os
vertebrados possuem mecanismos adaptativos que controlam com maestria suas quantidades e
propor¢bes no corpo. O controle da homeostase hidrossalina envolve diversos sistemas
fisiolégicos, dentre eles o sistema hipotalamo-neuroipofisario, responsavel pela secrecdo de
ocitocina (OT) e vasopressina (AVP). Este sistema recebe constantemente informagdes acerca
do estado osmético do organismo, o0 que permite com que mecanismos compensatorios sejam
ativados a fim de corrigir possiveis alteracbes no metabolismo dos fluidos corporais. Essas
informagdes partem, dentre outras fontes, de células especializadas localizadas nos 6rgéos
circumventriculares (OCVs) sensoriais, que percebem pequenas alteragdes plasmaticas e
enviam essas informacdes para neurdnios magnocelulares encontrados no nucleo
paraventricular (PVN) e supra-optico (SON) do hipotalamo, além de outras regides
relacionadas ao controle autonbémico, comportamental e hidroeletrolitico. A
hiperosmolalidade e a hipovolemia séo capazes de deflagrar a liberacdo de AVP e OT do
PVN e do SON, além disso, em condic¢des de hipervolemia a OT também é secretada. A AVP
e a OT atuam perifericamente na regulacdo do balanco hidrossalino e cardiovascular. Alem
disso, centralmente AVP e OT podem modular os comportamentos analogos a ansiedade,
possuindo papeis antagdnicos, no qual AVP possui acdo ansiogénica e OT ansiolitica. 1sso
demonstra que os sistemas vasopressinérgicos e ocitocinérgicos além de atuarem na
manutencdo da homeostase da agua e do sodio tambem contribuem para a regulacdo do
comportamento.

Recentes estudos demonstraram que neurdnios magnocelulares vasopressinérgicos do
PVN se projetam para regifes encefalicas que incluem: a area pré-dptica medial e lateral,
nacleo supraquiasmatico, habénula lateral, amigdala medial e central. Concomitantemente, 0s
neurdnios magnocelulares ocitocinérgicos também se projetam para outras regides, que
incluem o ndcleo accumbens e a amigdala central. Em contraste, neurénios parvocelulares se
projetam para diferentes nicleos do tronco encefélico e regides da medula que controlam o
tdnus autondmico, entre outras fungdes. Esse substrato neuroanatdémico, pode fomentar a base
para o entendimento das acdes da AVP e OT na génese de diferentes comportamentos. Tanto
as areas encefalicas responsaveis pelo balanco hidrossalino quanto as relacionadas ao
componente motivacional e autondmico apresentam conexfes entre si, formando uma
complexa rede neural que integra informacdes entre ambos 0s sistemas neuroendocrino e
comportamental.

Desta maneira, dada esta integracdo entre ambos os sistemas, neste trabalho
analisamos os efeitos da desidratacdo induzida pela sobrecarga salina e privacdo hidrica sobre
as possiveis alteracbes comportamentais e na expressao génica. Buscando uma melhor
compreensdo da relacdo entre alteracdes hidroeletroliticas e comportamentais.



2 REVISAO DE LITERATURA

A é&gua compG@e grande parte da massa de todos o0s seres vivos e, esta distribuida por
todo o organismo, sendo responsavel por 55% a 75% da massa corporal dos vertebrados
adultos, variando de acordo com a idade, sexo, habitat, quantidade de gordura corporal, entre
outros fatores. Além disso, o teor de 4gua de um organismo esta dividido em dois grandes
compartimentos, didaticamente separados em: compartimento intracelular e compartimento
extracelular. O liquido intracelular (LIC) difere do extracelular, devido a sua composi¢do e ao
seu maior volume. O LIC contém grandes quantidades de ion potéssio, magnésio e fosfato,
enquanto o liquido extracelular (LEC) contém grandes quantidades de ion sddio e cloreto,
além de nutrientes necessarios para manter a viabilidade celular (\Verbalis, 2003).

Os seres vivos estdo sob constante influéncia do meio ambiente. Nesse sentido, 0s
mecanismos osmorregulatérios e presséricos se especializaram, de modo que, fosse possivel a
transicdo do meio aquético para o terrestre e, consequentemente, a expansdo dos habitats
(Takei et al., 2007; Takei, 2015). Esse processo adaptativo foi importante para combater 0s
problemas de dessecacdo que acometeram, majoritariamente, 0s animais que passaram do
ambiente aquético para o ambiente terrestre, a fim de manter a capacidade do organismo de
sustentar uma pressdo osmatica dentro de um exiguo intervalo de variacdo, sendo este fator
crucial para a conservacao da vida na terra (Takei et al., 2007).

Os vertebrados mantém um sistema coordenado para a obtencdo e conservacéo de
sodio e &gua, a julgar por suas perdas diarias através da sudorese, respiracdo e, sobretudo, pela
excrecdo urinaria (Takei, 2000; Verbalis, 2003). A constancia da composi¢do do meio interno
e do volume do fluido extracelular é mantida basicamente pelo controle da ingestdo e
excrecdo renal de agua e eletrdlitos (especialmente sodio) (Mecawi et al., 2015). Para evitar a
desidratacdo e suas consequéncias fisioldgicas e comportamentais, 0s mamiferos mantém a
osmolalidade plasmatica numa faixa muito estreita de regulacdo, em torno de
290 mOsm/kgH-0, de maneira que, desvios acentuados desse valor afetam a pressdao osmatica
a qual as células estdo submetidas e podem gerar condicdes deletérias para a perfusédo tecidual
e metabolismo celular podendo levar até mesmo a morte (Bourque, 2008). Aumento da
osmolalidade plasmatica acima dessa faixa é provavelmente o sinal homeostatico mais
importante para influenciar a sensacao de sede. Essa sensacdo, por sua vez, é suficiente para
orientar as acdes dos vertebrados em direcdo ao objetivo de encontrar e consumir agua (Leib
et al., 2016). No entanto, existem evidéncias de que a sede ocorre de maneira antecipatoria,
precedendo algum desafio fisiologico, esta resposta pode ser promovida pelo aumento da
temperatura corporal, ingestdo alimentar e também por sinais do reldégio circadiano. Tais
sinais de antecipacdo também sdo importantes mediadores da saciedade, inibindo a sede bem
antes que o estado fisioldgico seja restaurado pela ingestdo de agua (Gizowski e Bourque,
2018). O controle do estado estacionario dos fluidos corporais é conseguido através da
regulacdo de muitas respostas fisioldgicas e comportamentais, que sdo orguestrados com
maestria para manter a osmolalidade e o volume dos fluidos intra- e extracelulares proximos
do seu set point ideal (Gizowski e Bourque, 2018).

Uma rede neural complexa é responsavel por mediar as respostas comportamentais,
autonémicas e endocrinas em condi¢fes de desidratacdo. Nesta rede, diferentes nucleos
encefalicos sdo recrutados para que, em conjunto, orquestrem respostas adequadas para
restabelecer a condicdo de hidratacdo apropriada (Smith et al., 2015). Existem varios tipos de
desidratacdo, com causas e tratamentos distintos, porém, de maneira geral, a desidratagdo é
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caracterizada pela diminuicdo da porcentagem de &gua no organismo, ocorrendo quando ela
decai em comparacgdo a valores normais, ou seja, quando a perda de agua € maior que a sua
restituicdo. Essa condicdo geralmente vem acompanhada da perda de eletrolitos, notadamente
sodio e potassio. Além disso, didaticamente a desidratacdo pode ser dividida em intra- e
extracelular (Antunes-Rodrigues et al., 2004).

A sede intracelular é decorrente da deplecdo de dgua no LIC (Mckinley e Johnson,
2004). Um aumento na osmolalidade do LEC (isto é, um aumento na concentracdo de sddio
que pode ser desencadeada, por exemplo, pelo aumento da ingestdo de alimentos/liquidos
com alto teor de sodio) cria um gradiente osmético que retira agua do LIC para restabelecer a
osmolalidade (Thornton, 2010). Osmorreceptores, tanto do sistema nervoso central (SNC)
quanto da periferia, detectam o aumento da osmolalidade. Essa hiperosmolalidade plasmética
estimula os osmorreceptores centrais (através da deformacdo do tamanho do neurénio) que
induzem o consumo de &gua e aumentam a liberacdo de AVP na circulacéo sistémica. Quando
a osmolalidade do sangue retorna ao seu valor basal, a ativagdo dos osmorreceptores diminui
e isso diminui a liberagdo de AVP e a ingestdo de liquidos (Mckinley e Johnson, 2004).

A sede extracelular se manifesta por uma diminuicdo no volume sanguineo
(hipovolemia), que é tipicamente acompanhada por uma diminuigdo na pressdo arterial
(hipotenséo) (Leib et al., 2016). O volume do liquido extracelular pode ser reduzido de forma
seletiva, sem produzir uma reducdo do compartimento do LIC (Mckinley e Johnson, 2004). A
sede extracelular pode ser desencadeada por hemorragia, perda de sodio ou sequestro
localizado do liquido extracelular (edema), diminuicdo do volume do sangue e do liquido
intersticial (Mckinley e Johnson, 2004). A resposta imediata a hipovolemia é a ativacdo de
componentes dos sistemas nervoso autbnomo e enddcrino, de maneira que atenue as
consequéncias da reducdo do débito cardiaco e queda da pressdo arterial gerados pela
hipovolemia (Mckinley e Johnson, 2004). Existem detectores de estiramento especializados,
OuU mecanorreceptores, nas artérias e grandes veias cuja atividade rastreia essa diminuicdo no
volume sanguineo. Este trafego neural atinge um grupo de neurénios que € distinto das areas
que respondem a hipertensdo. Esta area funciona através de circuitos hipotalamicos
envolvendo os nucleos PVN e SON para aumentar a liberacdo de AVP da neuroipéfise, a qual
vai atuar favorecendo a reabsorcédo renal de agua. O aparelho justaglomerular, um receptor de
volume semelhante encontrado no rim, reage a diminuicdo da perfusdo, liberando a enzima
renina no sangue, que ativa o sistema renina-angiotensina, a renina vai catalisar o
angiotensinogénio a angiotensina I, e em ultima analise, esta sera convertida a angiotensina Il
pela acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), principalmente nos pulmdes e rins, a
ativacdo desse sistema é uma das respostas mais importantes a hipovolemia e hipotensao
(Leib et al., 2016). A ANG Il tem multiplos efeitos fisiologicos, incluindo atuacdo no cérebro,
para promover a dipsogénese e apetite ao sodio, e acdes no sistema cardiovascular. A ANG 11
atua no sentido de aumentar a resisténcia vascular periférica e a volemia para restabelecer a
queda da pressdo arterial (Antunes-Rodrigues et al., 2004).

A privacdo hidrica gera perda de agua dos compartimentos intra- e extracelulares,
caracterizando a desidratacdo absoluta (De Luca et al., 2010). Nessa condi¢do, a privacdo de
liquidos resulta em diminuicdo progressiva do volume no LEC e consequente aumento da
osmolalidade plasmatica. Com o LEC hipertdnico (por haver mais moléculas de soluto do que
solvente em comparacdo aos valores basais), as células perdem &gua por osmose do LIC para
0 LEC, equilibrando a tonicidade entre estes compartimentos. Com o passar do tempo, esta
perda hidrica de ambos os compartimentos causard a desidratacdo intra- e extracelular (De
Luca et al., 2010). Em contrapartida, a administragdo de solucéo salina hipertdnica leva ao
aumento na tonicidade plasmatica, criando um gradiente osmético que move a agua do LIC
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para o LEC aumentando a pressdo e o volume sanguineo (Smith et al., 2015). E importante
destacar que condi¢cdes em que o animal é submetido a sobrecarga salina como Unico fluido
disponivel, ndo ocorre a diminuicdo do volume plasmatico, pois 0 mesmo apesar de excretar
grandes quantidades de urina diluida para reduzir a concentracdo e conteddo de so6dio no
organismo, também ingere altas quantidade dessa solugéo hipertdnica em relacdo a um animal
controle (Greenwood et al., 2015). Salienta-se a diferenca ocasionada pela desidratagédo
intracelular e a absoluta: a desidratagdo intracelular produz preferencialmente a sede, e vai
ativar mecanismos para estimular a ingestdo de agua e inibir a ingestdo de sodio; por outro
lado, na desidratacdo absoluta ou na extracelular, os mecanismos envolvidos sdo capazes de
estimular ndo somente a sede, mas também o apetite ao sddio (Smith et al., 2015). Ou seja,
uma gama de respostas compensatorias é empregada quando ocorre deplecdo do
compartimento intra- ou extracelular, a fim de minimizar as alteragbes no volume,
osmolalidade e composicéo dos fluidos corporais.

Alteracbes na osmolalidade plasmatica sdo reconhecidas por osmorreceptores
periféricos e centrais. Os osmorreceptores periféricos estdo localizados principalmente na
regido da veia porta hepatica e transmitem sua informacao através de aferéncias vagais para o
sistema nervoso central (Adachi et al., 1976; Chwalbinska-Moneta, 1979; Bourque et al.,
1994), também sdo encontrados estrategicamente em outros locais, como cavidade
orofaringea, trato gastrointestinal, e figado (Bourque, 2008). Além das aferéncias vagais, as
alteracdes na osmolalidade plasmatica ativam osmorreceptores presentes em CVOs sensoriais,
especificamente 6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT), area postrema (AP) e 0rgdo
subfornicial (SFO), que transmitem essa informacao para outras regides do encéfalo (Johnson
e Gross, 1993; Bourque et al., 1994) que incluem células produtoras de AVP e OT no PVN e
SON (Johnson e Gross, 1993). Sendo assim, 0s CVOs desempenham importante papel na
homeostase dos fluidos corporais (Miyata, 2015).

O sistema hipotalamo-neuroipofisario é fundamental para o controle do metabolismo
hidrossalino, participando da regulacdo do volume e da osmolalidade plasmatica. Esse sistema
€ composto por neurdnios magnocelulares que possuem seus pericardios localizados nos
nucleos PVN e SON do hipotalamo e seus axonios seguem até a neuroipofise. No SON,
alteracdes osmoticas evocadas por hiperosmolalidade e informagdes neuroendocrinas relativas
a hipovolemia desencadeiam uma resposta hormonal apropriada, aumentando a liberacdo de
AVP e OT (Ludwig et al., 1994; Greenwood et al., 2015). O SON contém neurdnios
magnocelulares que produzem OT e AVP, além de células gliais e outros neurbnios que
produzem neurotranmissores, como o glutamato e o acido gama-aminobutirico (GABA), por
exemplo (Brown, 2016). Embora o0s neurbnios ocitocinérgicos se agrupam mais
anterodorsalmente e 0s neurdnios vasopressinérgicos mais posteroventralmente, ha uma
sobreposicao consideravel dos dois tipos dentro do SON (Swaab et al., 1975).

O PVN ¢ um importante nucleo integrador da funcdo autonémica e neuroenddcrina
(Swanson e Sawchenko, 1980) e se comunica ainda com diversos outros nucleos. Dentre eles
podem ser destacados o nucleo dorsal da rafe, 16cus coeruleus, nlcleo parabraquial lateral,
nacleo ambiguo, nicleo do trato solitario, nicleo ventrolateral rostral do bulbo, AP, SFO,
SON, pré-6ptico mediano, amigdala e dorsal motor do vago (Geerling et al., 2010).
Adicionalmente, o PVN possui duas subpopulacdes de neurbnios, os parvocelulares e os
magnocelulares (Swanson e Sawchenko, 1980). Neurdnios magnocelulares apresentam corpos
celulares bem maiores quando comparados aos parvocelulares e se projetam para a
neurohipdfise sendo responsaveis pela liberacdo de OT e AVP para corrente sanguinea
(Swanson e Sawchenko, 1980; Brown, 2016). A secrecdo de AVP e OT pelos neurdnios
magnocelulares é desencadeada por exocitose dependente do aumento das concentragdes de
calcio, que por sua vez é impulsionado pela chegada de potenciais de acdo nesses neurdnios
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que abre canais de calcio voltagem dependentes (Brethes et al., 1987). Os neurbnios
parvocelulares do PVN também sintetizam AVP, OT, horménio liberador de tireotrofina
(TRH), hormdnio liberador de corticotrofina (CRH) e somatostatina, esses neurdnios projetam
seus axonios para a eminéncia mediana, controlando a adenoipéfise dependendo do
neuropeptidio a ser liberado. Além disso, existem o0s neurdnios parvocelulares pré-
autondémicos que se projetam para centros de controle autonémico, como ndcleo do trato
solitario, medula ventrolateral rostral, coluna intermédio lateral (Swanson e Sawchenko,
1980; Sawchenko e Swanson, 1982; Ferguson et al., 2008; Alvarez-Bolado, 2018).

Classicamente, OT atua controlando agGes de suma importancia no contexto
reprodutivo, que vao garantir as contracdes uterinas e a ejecdo do leite nos mamiferos em
resposta a estimulos mecénicos exercidos sobre o colo do Utero e a mama, respectivamente
(Kimura e Saji, 1995; Gimpl e Fahrenholz, 2001). Nos ratos machos a OT é um potente
estimulador de erecBGes espontaneas e estd envolvido na ejaculagdo (Gimpl e Fahrenholz,
2001). Além desse efeito no sistema reprodutor, a OT é um importante regulador da ingestao
calorica e do metabolismo, atuando de modo a reduzir a ingestao calorica, induzindo a lipdlise
e a oxidacdo da gordura (Lawson, 2017). Ainda, a OT plasméatica tambem exerce um
importante papel sobre o metabolismo corporal de agua e sodio, onde possui um efeito
natriurético renal (Haanwinckel et al., 1995). O efeito natriurético da OT se d& por ativacéo
da enzima 6xido nitrico sintase, que libera dxido nitrico, seguida da producéo de monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc), onde o GMPc vai causar uma diminuigdo da reabsorgéo tubular
de sodio, que por sua vez, inibe o transporte acoplado de sddio da luz tubular ao longo do seu
segmento proximal (Soares et al., 1999). A OT também estimula a producdo de ANP que
aumenta o GMPc (Soares et al., 1999). As acbes de OT sdo mediadas por seu receptor
especifico OTR, que estd amplamente distribuido pelo organismo, incluindo o rim, coracéo,
timo, pancreas, adipécitos e cérebro.

Os OTR séo acoplados funcionalmente a proteina Gyi11. que estimula o complexo Gg,
a ativar a fosfolipase C. Isto leva a geracdo de trifosfato de inositol (IP3) e 1,2 diacilglicerol
(DAG). Por sua vez, 0 aumento na concentracdo de IP3 causa a liberacéo de calcio a partir do
reticulo sarcoplasmatico, enquanto o DAG estimula a proteina quinase C, que esta envolvida
na cascata de fosforilacdo e transducdo de sinais. Por fim, em resposta a um aumento da
[Ca?*] intracelular, uma variedade de eventos celulares € iniciada. Nas células
neurossecretoras, o aumento dos niveis de Ca®" controla a excitabilidade celular, isto é,
modula os padrdes de disparo dos neurdnios neurosecretorese leva a liberacdo do transmissor
(Gimpl e Fahrenholz, 2001). Por outro lado, em alguns tecidos a OT pode interagir com 0s
receptores associados a proteina G; promovendo a redugdo dos niveis de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) (Reversi et al., 2005). Recentes estudos sugerem que, OT e AVP
podem interagir sobre o0s receptores uns dos outros de maneira potencialmente importante, a
julgar por sua similaridade estrutural (Song e Albers, 2017). Ambos possuem sequéncia de
nove aminoacidos, diferindo um do outro em apenas duas posi¢cdes (Donaldson e Young,
2008). Os genes que codificam tanto AVP quanto OT possuem alta homologia (Young e
Gainer, 2003), além disso, € provavel que AVP e OT tenham co-evoluido, sendo altamente
relacionados filogeneticamente (Donaldson e Young, 2008).

A acdo mais pronunciada da AVP é seu efeito antidiurético por aumentar a reabsorcao
renal de agua. As acOes periféricas e centrais da AVP sdo mediadas por seus receptores do
tipo V2 (AVPR2), Vla (AVPR1a) e V1b (AVPR1b — também conhecido como AVPR3)
(Zingg, 1996), onde os receptores AVPR1a e AVPR1b estdo acoplados a proteina Gq, que
ativam a fosfolipase C e aumentam o célcio livre do citosol, ao passo que o receptor AVPR2
se acopla a proteina Gs e ativa a via da adenilatociclase (Antunes-Rodrigues et al., 2004). A
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acdo antidiurética da AVP se d& gragas a interacdo da AVP com o receptor AVPR2, que estéo
localizados na membrana basolateral das células epiteliais do ducto coletor renal, essa
interacdo resulta em aumento da sintese de AMPc e fosforilagdo da regido C-terminal dos
canais de &gua, conhecidos como aquaporinas (AQP), especificamente as AQP do tipo 2 nas
células tubulares do néfron distal (Sasaki et al., 1998). O aumento dos niveis de AMPc
estimula a sintese de mMRNA de AQP do tipo 2, modulando tanto o nimero quanto o perfil de
distribuicdo dos canais de AQP no ducto coletor. Esse maior aporte de AQP do tipo 2 na
membrana apical da célula do ducto coletor, desencadeia um aumento na permeabilidade da
agua (Sasaki et al., 1995). Embora ja tenha sido relatada a presenca de receptores AVPR2 no
cérebro, ainda ndo se tem evidéncias que assegurem sua participacdo mediando os efeitos
centrais da AVP de maneira significativa (Kato et al., 1995; Vargas et al., 2009).

Perifericamente, além da sua acdo antidiurética a AVP possui acdo vasoconstritora em
situacOes de hipotensdo arterial exercendo seu papel na musculatura lisa dos vasos, que
resulta em contracdo da parede arteriolar e aumento da resisténcia periférica total (Fujiwara et
al., 2012). Esse efeito se da pela sua interagdio com AVPRla, que esta localizado
principalmente na musculatura lisa vascular, figado, plaquetas e encéfalo (Zingg, 1996;
Koshimizu et al., 2012). Embora, o AVPR1a perifericamente atue sobretudo de maneira
vasoconstritora, no SNC ela pode mediar diferentes respostas, como a comportamental
(Zingg, 1996; Koshimizu et al., 2012; Hernandez et al., 2016). No SNC, AVPR1a esta
amplamente distribuida em diferentes regides como a area septal, amigdala, BNST, nucleo
accumbens, nucleo supraquiasmatico, NTS, AP, PVN, SON entre outros (Dumais e Veenema,
2016). Ao passo que, a AVPR1b parece ter uma distribuicdo mais restrita em comparacao a
AVPR1a, estando distribuido na neurohipéfise, no bulbo olfatério, hipocampo, giro dentado,
cortex piriforme, cortex entorenal, girodentado, amigdala, PVN e SON (Zingg, 1996;
Hernando et al., 2001; Corbani et al., 2018). Um dos principais papéis da interacdo AVP com
o0 receptor AVPR1b ¢ estimular a liberacdo de hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) a partir
da adenoipofise. Nesse sentido, a AVP juntamente com o hormonio liberador da
corticotrofina (CRH), participa do estimulo de liberacdo de ACTH e, consequentemente, do
cortisol/corticosterona em situacdes de stress (Saito et al., 1995; Zingg, 1996). Sendo assim,
tanto AVPR1a quanto AVPR1b podem mediar as respostas relacionadas ao comportamento
analogo a ansiedade.

Além dos seus efeitos classicos, diversos estudos sugerem a participacdo de OT e AVP
nas respostas comportamentais relacionadas a ansiedade (Landgraf et al., 1998; Mak et al.,
2012; Hernandez et al., 2016; Laszl6 et al., 2016; Zhang et al.,, 2016). Sendo OT
potencialmente ansiolitica, ao passo que, AVP é potencialmente ansiogénica (Mak et al.,
2012). Neumann e Landgraf (2012) sugerem que o desequilibrio entre AVP e OT pode
contribuir para déficits sociais que acompanham as psicopatias. De fato, a administracédo
periférica de OT desencadeia uma resposta ansiolitica no labirinto em cruz elevado (LCE),
enquanto AVP desencadeia uma respostas ansiogénica neste modelo (Mak et al., 2012).
Adicionalmente, a ANG I, outro horménio produzido apds privacdo hidrica também participa
de respostas relacionadas a ansiedade, possuindo um papel ansiogénico (Saavedra, 2017).
Além disso, recentes estudos vém demonstrando a importancia do equilibrio do sédio e da
agua no contexto comportamental (Krause et al., 2011; Smith et al., 2015; Zhang et al.,
2016). Isso indica que, desafios para a homeostase dos fluidos corporais podem ter um
importante impacto na modulagdo dos niveis de ansiedade em resposta ao estresse osmatico.

A ansiedade é uma sensacdo relacionada ao comportamento de avaliagdo de risco, que
normalmente ocorre em situagcbes de ameaga potencial, como em um novo contexto
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ambiental, alertando o individuo de possiveis perigos, através do desencadeamento de uma
série de alteragBes neuroquimicas, neuroenddcrinas e comportamentais, que podem garantir a
sua sobrevivéncia, pois permitem evitar situacdes potencialmente prejudiciais (Gross e Hen,
2004). Nesse sentido, os transtornos de ansiedade podem ser considerados como desordens
defensivas onde a avaliacdo de perigo potencial é feita de maneira equivocada, deflagrando
assim comportamentos defensivos exagerados (Rodgers e Dalvi, 1997). Diversos estudos
demonstraram que a amigdala (Davis e Whalen, 2001; Tovote et al., 2015; Fadok et al., 2018)
e a habénula (Jacinto et al., 2017) desempenham um papel importante na ansiedade.

A amigdala é uma importante regido do sistema limbico envolvida em uma ampla
gama de fungbes comportamentais normais e em condigdes psiquiatricas (Davis e Whalen,
2001). Anatomicamente, de acordo com a classificacdo de Sah et al., (2003), os nucleos da
amigdala sdo divididos em trés grupos principais: 1) Basolateral, que inclui o nucleo lateral,
nlcleo basal e nlcleo basal acessério; 2) o grupo superficial ou cortical, que inclui os ndcleos
corticais e nacleo do trato olfatério lateral; 3) o grupo centromedial, composto pelos nicleos
mediano e central. E existe ainda um conjunto separado de nucleos que nao se enquadram
facilmente em nenhum dos trés grupos supracitados e foram classificados separadamente. Em
relacdo a ansiedade, em humanos parece envolver, sobretudo, as subregides centrais (ACe) e
basolaterais (ABL) (Davis e Whalen, 2001).

A ABL recebe informacdes sensoriais e se projeta para ACe que, por sua vez, envia
projecOes para diferentes areas do hipotalamo e para o tronco encefalico, que medeiam
diretamente sinais enddcrinos e autonémicos da ansiedade, ou seja, a ACe parece estar
envolvida sobretudo com as respostas comportamentais, autondmicas e enddcrinas
decorrentes da ansiedade (Davis e Whalen, 2001). A ACe difere da ABL em alguns aspectos,
um deles é quanto a valéncia de seus estimulos, a ABL consiste principalmente em neurdnios
glutamatérgicos e interneurénios inibitorios que expressam GABA. Em contrapartida, os
neurdnios da ACe sdo principalmente GABAergicos, esses neurdnios inibitdrios da regido
lateral da amigdala central (ACelL) projetam-se para a regido medial (ACeM) inibindo-a
(Janak e Tye, 2015). Interessantemente, essa inibicdo por GABA da atividade glutamatérgica
nesta regido promove uma reducdo dos comportamentos analogos a ansiedade (Linden et al.,
2004). Ademais, uma bainha interconectada de neurdnios GABAérgicos, denominada células
intercaladas, também € encontrada interposta entre a ABL e a ACe, fornecendo uma
importante fonte de inibicdo entre os dois nucleos (Janak e Tye, 2015).

Assim como a amigdala, a habénula também participa de diferentes respostas ao
estresse (Proulx et al., 2014). Em mamiferos, a habénula é uma estrutura bilateral simétrica e
compreende dois nucleos bem definidos, habénula medial (HbM) e a habénula lateral (HbL),
e cada um desses nucleos possui outras subregides com conectividade neural distinta. Essa
regido recebe aferéncias dos nudcleos da base e participam de muitas funcdes, incluindo a
selecdo de acbes com a area tegmental ventral (ATV) entre varias outras regides (Herkenham
e Nauta, 1979; Proulx et al., 2014). A habénula é uma estrutura filogeneticamente preservada
durante toda a evolucdo dos vertebrados, sendo encontrada em diversos animais, como
lampreias, peixes, répteis e mamiferos, sugerindo que participa da regulacdo de processos
importantes para sobrevivéncia (Stephenson-Jones et al., 2012). A participacdo da habénula
nas respostas ao estresse foi inicialmente atribuida a observacdo de que os neurdnios
habenulares eram ativados por uma gama de estimulos aversivos ou desagradaveis (Proulx et
al., 2014). Yang et al., (2008) demonstraram que lesbes na HbL ap6s um protocolo de
estresse poderia aliviar alguns sintomas comportamentais e fisiol6gicos imediatos do
comportamento depressivo. Ademais, estudos de Murphy et al., (1996) mostraram que lesdes
habenulares levavam os animais a aumentarem os comportamentos analogos a ansiedade no
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teste de labirinto em cruz elevado, assim como aumento da locomogéo no campo aberto.
Além disso, os sistemas de neurotransmissores encontrados na HbL e HbM podem ser
categorizadas como predominantemente glutamatérgicas através da presenca do transportador
vesicular de glutamato do tipo 2 (vGLUT?2) (Aizawa et al., 2012).

O glutamato € o mais abundante neurotransmissor excitatério do SNC, enquanto
GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitorio (Walker, 1983). O transportador vesicular de
glutamato (vVGLUT) é o responsavel por translocar o glutamato sintetizado para o limem da
vesicula. Existindo trés isoformas diferentes (vGLUT1, vGLUT2, vGLUTZ3). Esse transporte
é fundamental para neurotransmissdo glutamatérgica (Herzog et al., 2006). O GABA, em
contrapartida € o principal neurotransmissor inibitério do SNC de mamiferos adultos (Mdller
et al., 2015; Janik et al., 2016). A enzima glutamato descarboxilase (GAD) converte
glutamato em GABA e possui duas isoformas (GAD65 e GADG67) codificadas por diferentes
genes 0 gad2 e o gadl, respectivamente (Pinal e Tobin, 1998). Sendo, GAD67 a principal
enzima no cérebro, constitutivamente ativa no SNC (Asada et al., 1997) e esta localizada no
citoplasma, desempenhando papel critico na manutengéo de reservas intracelulares de GABA
para atividade metabdlica e outras fun¢bes (Soghomonian e Martin, 1998). Ao passo que,
GADG65 esta localizada na membrana sindptica e parece exercer sua acdo de modo a liberar
GABA sinapticamente (Lange et al., 2014). Diferentes estudos demonstram que a reducdo da
transmissdo GABAérgica esta associada a um perfil semelhante ao ansiogénico em roedores
(Truitt et al.,, 2009; Tasan et al., 2011). Desta maneira, compreende-se que 0 Ssistema
GABAérgico e o glutamatérgico estejam envolvidos com alteragdes nos comportamentos
analogos a ansiedade em ratos.

Todos esses dados em conjunto, reforcam a importancia da habénula e da amigdala
nas respostas comportamentais, bem como as acoes de AVP, OT e seus receptores, e tambem
a neurotransmissdao GABAEérgica e glutamatérgica para alterar os comportamentos analogos a
ansiedade em ratos. Apesar dos diversos estudos a respeito das acGes da AVP e da OT na
ansiedade, pouco ainda se sabe acerca da ligacdo real entre a desidratacdo e o drive
motivacional que objetiva a busca e consumo da agua, sendo assim, tornam-se necessarios
estudos no sentido de elucidar como a desidratacdo intracelular pode afetar o sistema
comportamental. Dada a importancia das alteracbes osmoticas nesse contexto estudamos a
influéncia da privacdo hidrica e da sobrecarga salina, estimulos capazes de causar
desidratacdo intracelular e hiperosmolalidade extracelular, nos comportamentos analogos a
ansiedade em ratos.



3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Analisar o efeito do aumento da osmolalidade plasméatica nos comportamentos
exploratorio e andlogos a ansiedade em ratos submetidos a privacéo hidrica e a sobrecarga
salina, bem como seus efeitos na expressdo de genes relacionados a neurotransmissao
glutamatérgica e GABAérgica (VGLUT2 e GADG67, respectivamente) e para 0s receptores
AVPR1a e OTR na amigdala basolateral, amigdala central e habénula.

3.2 Objetivo especifico

| — Avaliar o comportamento exploratorio no campo aberto dos animais submetidos a
desidratacéo, ocasionada pela privacdo hidrica e sobrecarga salina durante 24 e 48 horas;

Il — Analisar o comportamento analogo a ansiedade dos animais submetidos a
desidratacdo, ocasionada pela privacdo hidrica e sobrecarga salina durante 24 e 48 horas;

11 — Correlacionar as respostas comportamentais observadas com alteracfes na
osmolalidade plasmatica;

IV — Analisar a expressdo génica para AVPR1la, OTR, vGLUT2 e GAD67 na
amigdala central, amigdala basolateral e habénula apos privacéo hidrica e sobrecarga salina.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e apreciacdo bioética

Foram utilizados ratos adultos (~290g) da linhagem Wistar, oriundos do Biotério de
Criacdo do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCFis) da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ), mantidos em caixas coletivas (contendo 4 animais cada) no Biotério
de Manutengdo do DCFis (ICBS — UFRRJ), ciclo claro-escuro de 12/12 horas (luzes acesas
entre as 06:00 e as 18:00 horas), com temperatura de 22 + 2°C e com acesso ad libitum a agua
e a racdo. Ao todo foram utilizados 114 animais. Todos os procedimentos estdo de
concordancia com o Comité de Etica para o uso de Animais da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (Protocolo nimero = 001/2017) e com a legislacdo vigente (Lei n® 11794, de 8
de outubro de 2008).

4.2 Grupos experimentais

Os animais foram separados em cinco grupos distintos:
I) Controle (CT): com livre acesso a agua filtrada (23 ratos);

I1) Privacdo hidrica (PH24h): 4gua removida pelo periodo de 24 horas antecedentes ao
experimento (23 ratos);

I11) Sobrecarga salina (SS24h): solucdo de NaCl a 1,8% por 24h como Unico liquido
disponivel (22 ratos);

IV) Privacdo hidrica (PH48h): agua removida pelo periodo de 48 horas antecedentes
ao experimento (24 ratos);

V) Sobrecarga salina (SS48h): solucdo de NaCl a 1,8% por 48h como Unico liquido
disponivel (22 ratos).
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4.3 Delineamento experimental

Os animais foram alocados em mini-isoladores de polieterimida transparente (Alesco),
dimensBes (48,3 cm x 33,7 ¢cm x 26,5 cm), com area de piso de 1154 cm?. Em cada mini-
isolador permaneceram apenas 4 animais. Quando os mesmos alcangavam o peso adequado
eram separados para a realizacdo dos experimentos comportamentais, seguido da coleta dos
tecidos para posterior analise. A Figura 1 representa a linha do tempo do experimento de
privacdo hidrica e sobrecarga salina, seguido dos testes comportamentais.

Dias
L I J
48 horas de PH e S5
1 y

24 horas de PH e §5

Sala de ambientacio Campo aberto
Labirinto em Cruz elevada

Caixa Claro e escuro

Figura 1. Representacdo esquematica do protocolo experimental. PH, privacdo hidrica; SS,
sobrecarga salina.

O primeiro experimento realizado foi 0 campo aberto seguido do labirinto em cruz
elevado. Em outro momento, outro grupo de animais foi submetido ao teste da caixa claro e
escuro. Imediatamente apOs 0s testes comportamentais, os animais foram submetidos a
eutanasia pelo método de guilhotina, para coleta de sangue e encéfalo. O método de
decapitacdo por guilhotina apesar de restrito é o mais indicado neste protocolo experimental,
pois, 0 uso de agentes anestésicos altera a expressdo de mMRNA de diversos genes, incluindo
AVP e OT (Pan et al., 2011), bem como, podem influenciar a liberacdo de AVP (Reed et al.,
2009). Esse processo foi realizado por pesquisador experiente utilizando guilhotina apropriada
e em boas condi¢des de uso conforme recomendado pelas normas vigentes.

Para minimizar o estresse inespecifico, os animais foram manuseados pelo menos trés
vezes durante a semana anterior aos experimentos. Além disso, todos os testes
comportamentais foram realizados no periodo noturno, entre as 18:00 e 23:00 horas, horario
de maior atividade exploratorio, reduzindo assim, provaveis interferéncias da variacdo
circadiana (Andrade et al., 2003).

11



Os experimentos foram divididos em duas etapas:

Etapa I: Consistiu em avaliar o efeito da privacdo hidrica e sobrecarga salina, nos
comportamentos relacionados a ansiedade. Apds as luzes se apagarem (as 18:00 horas)
aguarddvamos em torno de 1 hora para 0s animais se adaptarem a nova condicdo afética e
entdo as 19:00 horas comecavamos a realizacdo dos testes comportamentais. Todavia, antes
do dia do teste, os animais permaneceram 48 horas em sala de ambientacdo, com o objetivo
de reduzir o estresse inespecifico, e acomoda-los a nova condi¢cdo ambiental. Todos os testes
foram gravados com a camera infra-vermelha TopWay Collor ccd (Topway do Brasil, S&o
Paulo-SP, Brasil), e utilizacdo do software GeoVision GV 800 System (Geovision do Brasil,
Séo Paulo-SP, Brasil). As gravagdes foram feitas para que posteriormente pudéssemos efetuar
a analise manualmente ou através do software para analise de videos comportamentais ANY -
Maze verséo 5.1 (Stoelting Co., Wheat Dale, IL, USA). No primeiro momento realizamos
uma bateria de testes, primeiramente o campo aberto seguido do labirinto em cruz elevado, e
em outro momento, outro grupo de animais foi submetido ao teste da caixa claro e escuro. Ao
final de cada ensaio comportamental individual, foi feita a limpeza do aparato com alcool a
10%, evitando com que pistas olfatdrias pudessem interferir no ensaio subsequente.

Etapa Il: O segundo experimento teve por objetivo analisar a expressdao deAVPR1a e
OTR, assim como, GAD67 e vGLUT2 na amigdala basolateral, amigdala central e habénula,
para isso, foi realizada a analise da expressdo relativa de mRNA pela técnica de RT-qPCR.
Através dessa técnica pudemos analisar se ocorreu alteracdo na expressao génica relativa dos
receptores para AVP e OT e de GAD67 e vGLUT2 nas regides estudadas. Para isso,
utilizamos os cérebros coletados apos o teste da caixa claro escuro, a fim de, minimizar a
utilizacdo de animais nesse trabalho, se baseando nos conceitos bioéticos dos 3Rs (replace,
reduce e refine).

4.4 Andlises comportamentais

Os testes de ansiedade em geral consistem em expor 0s animais a uma nova situacao a
partir da qual aumentam as respostas ao estresse (Misslin et al., 1989). Assim, neste trabalho,
0 teste de campo aberto foi realizado para analisar a locomocao espontanea dos animais, bem
como o labirinto em cruz elevado e a caixa claro e escuro para medir comportamentos
semelhantes & ansiedade.

4.4.1 Campo aberto

O teste do campo aberto (CA) foi realizado com o objetivo de avaliar a atividade
locomotora espontanea dos animais. Esse teste comportamental é baseado no trabalho de Hall
(1934) que sujeriu que a defecacdo e urina seriam indicadores do seu estado emocional. O
campo aberto tornou-se um teste muito utilizado para medir ndo apenas comportamentos
semelhantes a ansiedade, mas também para analise da sedacdo e da atividade locomotora.
Além disso, seu uso foi estendido para um grande numero de espécies, ndo apenas roedores
(Prut e Belzung, 2003).

O aparato consiste em uma caixa de acrilico (100 cm x 100 cm) dividido em 25
quadrantes iguais (20 cm x 20 cm) com fundo preto e linhas divisérias brancas, com paredes
transparentes de 40 cm de altura, 9 quadrantes compondo a area central e 16 quadrantes
compondo a area periférica, conforme podemos visualizar na Figura 2.
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100 cm

Figura 2. Representacdo ilustrativa do aparato utilizado no teste do campo aberto.

Os animais foram colocados no centro do campo aberto e avaliados durante 5 minutos.
Para analise do campo aberto foi utilizado o Software ANY-maze e 0s seguintes parametros
foram avaliados: distancia total percorrida, distancia percorrida na area central, nimero de
entradas na area central, tempo na area central, levantamentos (Rearing) para a avaliacdo da
atividade locomotora horizontal e o tempo gasto realizando autolimpezas (Grooming). Nesse
teste a defecacdo ndo foi mensura, j& que o protocolo de privacdo hidrica altera esse
parametro.

4.4.2 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) é um dos principais aparatos utilizados para o
estudo da ansiedade, sendo os roedores os animais mais utilizados (Rodgers e Dalvi, 1997).
Esse modelo foi validado por Pellow et al., (1985). A utilizacdo do LCE se baseia no conflito
entre a exploracdo e a aversdo natural de roedores por espacgos abertos (Handley e Mcblane,
1993). O labirinto em cruz elevado consiste em dois bracos abertos e opostos (50 x 10 cm
cada um), e outros dois bracos também opostos do mesmo tamanho, mas fechados com
paredes laterais de 40 cm de altura. Os bracos abertos e fechados cruzam-se
perpendicularmente formando uma cruz, delimitada por uma area central de 10 x 10 cm. O
aparato como um todo estava elevado a 50 cm do solo como representado na Figura 3.
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Figura 3. Representacéo ilustrativa do aparato utilizado no teste de labirinto em cruz elevado.

Cada animal era colocado na area central, sempre com a cabeca virada para o braco
fechado e podia explorar livremente o aparato durante 5 minutos. Os parametros avaliados
foram: porcentagem de tempo e de entradas nos bracos abertos, tempo gasto e nimero de
entradas nos bracos fechados; mergulhos de cabecga (Head dipping) e estiramentos (Stretched
attend postures — SAP) totais realizados.

4.4.3 Caixa claro e escuro

Este teste foi realizado para analise do conflito natural que ocorre quando os animais
sdo expostos a um ambiente que ndo é familiar, neste caso, o animal € colocado no meio de
uma caixa com iluminacdo aversiva. O procedimento experimental da caixa claro e escuro
(CCE) foi elaborado por Crawley e Goddwin em 1980, consiste em um aparato com dois
compartimentos, sendo um deles iluminado e o outro escuro ou pouquissimo iluminado
(Crawley e Goodwin, 1980). Uma abertura liga os compartimentos permitindo o livre acesso
entre ambos, conforme é representado na Figura 4.
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Figura 4. Representacéo ilustrativa do aparato utilizado no teste da caixa claro e escuro.

Neste teste o animal foi colocado no centro da parte clara do aparato, voltado para a
parede contraria da abertura de comunicacdo dos ambientes e seu comportamento avaliado
por 5 minutos. Os seguintes parametros foram analisados: nimero de transicdes e tempo para
a primeira transicdo do compartimento claro para o escuro (laténcia), quadrantes totais, tempo
na area clara e numero de episodios de SAPs. Na area clara é colocada uma fonte de luz que
faz com que a iluminacdo nesta porcdo do aparato seja de 400 lux e na porcdo escura de
aproximadamente 4 lux.

4.4 Coleta de plasma e encéfalos

Logo apds os testes comportamentais 0s animais foram submetidos a eutanasia através
do meétodo de guilhotina/decapitacdo e o sangue foi coletado em tubos falcon contendo
heparina (10 uL./mL) para aferir a osmolalidade plasmatica e em tubos de micro-hematdcrito
para a avaliagdo do hematocrito. Os encefalos foram coletados imediatamente apds a
decapitacdo sendo rapidamente congelados em gelo seco. Todos os encéfalos foram
acondicionados em ultrafreezer -80°C. O plasma foi obtido apos centrifugacdo (20 minutos,
3000 rpm a 4°C) e acondicionado em freezer -20°C, até o momento dos procedimentos
especificos para as dosagens plasmaticas.

4.5 Andlises plasmaticas

Para afericdo do hematdcrito, o sangue foi coletado em tubos de microhematécrito e
centrifugado (CENTROBIO Hematocrit) durante cinco minutos. Em seguida, foi utilizada
uma escala de microhematdcrito para determinacdo da porcentagem dos elementos figurados
presentes no sangue.

Para analisar a osmolalidade plasmatica foram utilizadas aliquotas de 10 pl de plasma
a partir das amostras dos animais, utilizando o osmoémetro de bancada (O SM E T T E II™,
modelo 5005© Precision Systems Inc.). Antes de qualquer analise o aparelho foi calibrado
com as solucGes padrdes, a amostra entdo era inserida e a leitura se dava de forma automatica
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em mOsm/KgH20. Esse aparelho se baseia na depressdo do ponto de congelamento, que é
alterado pela concentragdo de solutos presentes em determinada solugéo.

4.6 Andlise da expressdo relativa de mRNA de GAD67 e vGLUT2 e dos receptores
AVPR1la e OTR na amigdala central, amigdala basolateral e habénula.

A expressdo génica dos receptores AVPRla e OTR, assim como de GAD67 e
vGLUT?2 foram realizadas através da técnica de transcriptase reversa e reacdo em cadeia de
polimerase em tempo real (RT-qPCR). Para isso, foram realizados punchs das areas de
interesse, seguido da extracdo do RNA total, producdo do DNA complementar (cDNA) para
finalmente ser feita a RT-gPCR.

Os encéfalos foram cortados em criostato (Leica Biosystemns, CM 1860) em fatias de
100 um e o auxilio de uma agulha estéril especifica para micro-punchs com diametro de 1mm
a microdissec¢do dos ndcleos de interesse foi realizada em cada corte. As coordenadas dos
nacleos cerebrais estudados foram retiradas do Atlas estereotaxico Paxinos e Watson (2005).
Foram coletadas 15 micro-punchs da amigdala central (coordenada Bregma -1,80 até -3,30
mm), 20 micro-punchs da amigdala basolateral (coordenada Bregma -1,80 ate -3,80) e 24
micro-punchs da habénula (coordenada Bregma -2,30 até -4,70). E importante salientar que
esses nucleos séo bilaterais e ambos os lados foram retirados. Ap6s 0s micro-punchs das areas
de interesse, as amostras coletadas foram alocadas em eppendorfs RNAse free contento 500 pl
de reagente QIAzol® (QIAzol®, QIAGEN Cat N° 79306). Logo ap0s, as amostras eram
armazenadas em ultra freezer -80°C até a extracdo do RNA.

No dia da extracdo as amostras eram mantidas em gelo até o descongelamento (em
torno de 15 minutos) em seguida cada amostra foi “vortexada” e mantida na temperatura
ambiente (TA) em torno de 24°C por 10 minutos, passado esse tempo, foi adicionado 100 uL
de cloroférmio puro (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias-RJ Brasil) em cada amostra,
vortexando-as novamente por 15 segundos e em seguida aguardamos o prazo de 5 minutos a
TA. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (centrifuga 5430 R® eppendorff,
Hamburgo, Alemanha) por 15 minutos a 4°C com rotacdo de 12.000 g. O sobrenadante obtido
(fase clara superior) foi retirado (250 ul) e acrescentado a novos tubos eppendorfs RNAse
free, juntamente foram adicionados 250 uL de alcool 70% RNAse free (Vetec Quimica Fina
Ltda, Duque de Caxias-RJ Brasil) em cada amostra, homogeneizando a mistura por 15
segundos, ap6s homogeneizacdo manual essa mistura foi transferida para as colunas
respectivas e centrifugadas por 15 segundos a partir do momento em que a centrifuga atingia a
rotacdo estabelecida de 8.000 g a TA. O volume que passou pela coluna era descartado e
adicionada 700 pl de tampao RW1 em cada coluna, novamente as colunas eram centrifugadas
por 15 segundos a 8.000 g a TA. O volume era novamente descartado e 500 ul de tampao
RPE era adicionado em cada coluna, aguardando o tempo de 5 minutos, a TA. Passados 0s 5
minutos, as colunas eram novamente centrifugadas por 15 segundos a 8.000 g a TA e o
volume que passou pela coluna descartado, mais uma vez o tampdo RPE era adicionado na
coluna, porém ndo havendo a necessidade de aguardar os 5 minutos, as colunas eram entéo
centrifugadas por 2 minutos a 8.000 g a TA, o volume obtido foi novamente descartado, e 0s
tubos eppendorfs foram entdo trocados por novos tubos coletores RNAse free mantendo as
colunas com o material bioldgico intactas, agora as amostras foram mais uma vez
centrifugadas por 1 minuto a 20.000 g a TA. Por fim, as colunas foram colocadas em novos
tubos eppendorfs RNAse free, na qual as colunas foram mantidas abertas durante o tempo de
5 minutos com o objetivo de evaporar o etanol residual. Finalmente, apos retirada do etanol,
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os precipitados foram resuspensos em 30 ul de agua ultrapura diretamente na coluna e em
seguida centrifugada por 1 minuto a 8.000 g & TA.

O RNA total foi quantificado no nanoespectrofotometro (DS-11® Denovix inc.
Wilmington-DE, Estados Unidos da América). A sintese de cDNA foi feita a partir de 500
ngdo RNA total, que foram submetidos a transcricdo reversa para a producdo de DNA
complementar (cDNA) utilizando o kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen®) de
acordo com as instrugdes do fabricante, neste protocolo utilizamos os seguintes reagentes (1
uL Quantiscript Reverse Transcriptase + 4 uL Quantiscript RT Buffer 5x + RT Primer Mix 1
ul). Em seguida, as amostras foram incubadas no Thermociclador (modo “cDNA" do
equipamento) para realizacdo da transcricdo reversa, nas seguintes condi¢des de incubacdo de
30 minutos a 42°C, seguido de 3 minutos a 95°C. O cDNA obtido foi diluido numa proporcéo
de 1:3 e foi armazenado a -20°C.

No nosso estudo analisamos a expressdo relativa de mRNA através de Tagman e
SYBR. O RT-gPCR foi realizado com o equipamento QuantStudio 3® da (Thermo Fisher
Scientific). Para amplificar os transcritos génicos utilizamos sondas Tagman pré-sintetizados
para cada gene, primers SYBR green, Master Mix Power SYBR® Power Green PCR e
Master Mix para Tagman, ambos fabricados por Thermo Fisher Scientific. A avaliacdo da
expressdo dos genes dos receptores AVPR1a e OTR por RT-qPCR se deu por detecgdo do
agente ligante de DNA SYBR Green®, sendo o gene controle o RPL19. J& para os genes de
GAD67 e vGLUT2 foram usadas sondas Tagman ¢ o gene controle foi a (-actina, a agua
ultrapura foi utilizada como controle negativo. Na Tabela 1 é possivel visualizar os primers e
na Tabela 2 as sondas utilizadas.

Tabela 1. Sequéncia e eficiéncia dos primers utilizados.

Alvos Forward primer Reverse primer Efic. (%)
RPL19 5-GCGTCTGCAGCCATGAGTA-3'  5-TGGCATTGGCGATTTCGTTG-3' 110,9
OTR 5-CTTCATCCAACCCTGGGGAC-3'  5-TCTTGAAGCTGATGAGGCCG-3' 112,3
AVPRla 5-ATCTGCTACCACATCTGGCG-3' 5-TTATGAAAGGGACCCACGGC-3' 108,14

Tabela 2. Sondas utilizadas para o tagman.

Alvos Sondas
B-ACTINA Rn00667869 m1
GADG67 Rn00690300_m1
vGLUT?2 Rn00584780_m1
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Cada ensaio foi realizado em triplicata, e o valor mais afastado da média foi
eliminado, apenas quando o desvio padréo era maior que 0,2 (cts). Para realizacdo do RT-
gPCR em triplicata, foram utilizados para a reacdo Tagman: 4pul de cDNA da amostra e 8 ul
de uma mistura contendo 6,25 pl de solugdo Tagman Master Mix, 0,65 pl de sonda especifica
para o gene em questdo e 1,60 ul de agua RNAse free. Enquanto para a reacdo de SYBR,
foram utilizados 2l de cDNA da amostra e 8ul de uma mistura contento Sul de SYBR Master
Mix, 0,3ul de primer foward, 0,3ul de primer reverse e 2,4ul de agua ultrapura, a
concentracdo dos primers foi de 300pmol. Todos os dados apresentados mostram a expressao
do mRNA dos grupos tratados em relagéo ao grupo controle.

A quantificacdo relativa foi determinada pelo método 2-AACt. Para cada amostra, o
ciclo limiar (the shold cycle - Ct) foi determinado e normalizado pelo controle endégeno
(ACt = Ct alvo — Ct gene referéncia), depois foi calculado o AACt (ACt da amostra — média
do ACt do grupo em questdo) e para calcular a razdo relativa da abundéncia dos transcritos de
cada gene em relacdo a abundancia de transcritos na amostra de referéncia foi aplicada a
formula 2 -AACt, (2 — AACt da amostra) que parte do principio que a cada ciclo da PCR a
quantidade de produto dobra, sendo entdo necessario contemplar que o ganho de cada ciclo
(2 vezes) seja elevado a poténcia do inverso de AACt. Todos os dados apresentados mostram
a expressao do mRNA em relagdo ao grupo controle. Na Tabela 3 estdo descritos os valores
médios dos Cts dos genes controles para cada ndcleo, evidenciando que ndo houve alteragdes
na expressdo dos controles enddgenos entre 0s grupos.

Tabela 3. Médias * erro padrdo da média dos Cts dos genes controles endogenos para
cada nucleo.

Amigdala central

Grupos B-actina RPL19
CT 21,5+ 0,109 18,7 £ 0,144
PH48h 21,10, 232 19,1 + 0,284
SS48h 21,2+0,215 18,6 + 0,294

Amigdala basolateral

Grupos p-actina RPL19
CT 20,3+0,136 175+ 0,119
PH48h 19,8 + 0,102 17,4 + 0,060
§S48h 19,9 £ 0,084 17,3+ 0,039

Habénula

Grupos p-actina RPL19
CT 18,9 0,110 18,3+ 0,128
PH48h 19,2+0,114 18,3+ 0,127
§S48h 18,9 £ 0,077 18,2+ 0,113
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Tendo em vista que apenas 0s grupos submetidos a desidratacdo por 48 horas
apresentaram alteragdes comportamentais significativas, realizamos o RT-qPCR apenas nas
amostras de 48 horas de privacao hidrica, sobrecarga salina e grupo controle. Das amostras
que obtivemos a partir dos punchs realizados, apenas 6 de cada grupo foram submetidas ao
ensaio de RT-gPCR.

4.7 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia de uma via (one-way ANOVA),
seguido de pds-teste de Tukey, utilizando o software estatistico GraphPad Prism (versao 6.0).
Utilizamos o teste de regressdo linear para avaliar a correlacdo entre a osmolalidade
plasmética e o tempo de permanéncia dos animais no braco aberto. Os resultados obtidos sdo
apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). As diferencas entre os grupos foram
consideradas significantes quando p < 0,05. Maiores detalhes a respeito da analise estatistica
de cada resultado sdo representados nas legendas das respectivas figuras.
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5 RESULTADOS

5.1 Anélises plasméticas

Nossos dados demonstram que houveram alteragdes significativas da porcentagem de
células sanguineas em relacdo ao plasma nos animais submetidos a desidratacdo
(Fa40 = 5,866; p = 0,008). A analise do pds-teste de Tukey revelou um aumento significativo
do hematdcrito apenas no grupo submetido ao protocolo de privacdo hidrica por 48 horas em
relagdo ao grupo controle (p = 0,0014; Figura 5).
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Figura 5. Hematdcrito dos animais submetidos a privacdo hidrica e sobrecarga salina, por 24 e
48 horas. O nimero de animais por grupo esta descrito na figura entre parénteses. Cada barra
representa média £ EPM; Teste ANOVA de uma via; ** p < 0,01 em rela¢do ao grupo com controle.
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Em relacdo a osmolalidade plasmética (Figura 6), medida indicativa do status de
desidratacédo intracelular, 0 ANOVA demonstrou que houve alteracdo significativa (Fsa41 =
4,586, p = 0,0037). O pos-teste de Tukey indicou aumento significativo nos grupos privacgéo
hidrica e sobrecarga salina por 48 horas, respectivamente (PH48h p = 0,0039 e SS48h p =
0,0176). Contudo, os grupos que foram submetidos aos protocolos de privagédo e sobrecarga
por 24 horas ndo apresentaram alteracdes na osmolalidade plasmatica de maneira significativa
em relagdo ao grupo controle.
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Figura 6. Osmolalidade plasmatica dos animais submetidos a privacdo hidrica e sobrecarga
salina, por 24 e 48 horas. O numero de animais por grupo estd descrito na figura entre parénteses.
Cada barra representa média + EPM; teste ANOVA de uma via; * p < 0,05; ** p < 0,01 em relacdo ao
grupo controle.
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5.2 Anélises comportamentais

5.2.1 Efeito da privacdo hidrica e sobrecarga salina por 24 e 48 horas na locomocéo
espontanea

Neste teste, 0s animais submetidos a privacao hidrica por 24 e 48 horas, assim como,
os animais submetidos a sobrecarga salina pelos mesmos periodos, ndo apresentaram
diferencas significativas em comparagdo aos animais controles, em nenhum parametro
observado, conforme apresentado na Figura 7. Indicando que esses animais ndo alteraram a
locomocgdo mesmo apds submetidos a protocolos de desidratacdo. Vale a pena ressaltar, que
0s resultados obtidos nesse teste foram avaliados tanto manualmente quanto através do
software ANY-maze. Quando comparados os resultados manuais e os obtidos pelo software
ANY-maze, o software mostrou alta confiabilidade, sendo entdo utilizado no lugar das
analises manuais realizadas por pesquisador experiéncia na area.
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Figura 7. Par@metros comportamentais avaliados durante o teste do campo aberto em animais
submetidos a privacdo hidrica e sobrecarga salina, por 24 e 48 horas. A) Distancia total
percorrida; B) Distancia percorrida na rea central; C) Numero de entradas na area central; D) Tempo
na area central; E) Tempo de Grooming; F) Episodios de Rearing. O nimero de animais por grupo
esta descrito na figura entre parénteses. Cada barra representa média + EPM; teste ANOVA de uma
via.
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5.2.2 Efeitos da privacdo hidrica e sobrecarga salina nos parédmetros analisados no
labirinto em cruz elevado

Apb6s o campo aberto os animais foram submetidos imediatamente ao labirinto em
cruz elevado. Os animais submetidos aos protocolos de desidratagdo por 48 horas
apresentaram uma resposta claramente ansiolitica. Apos privacao hidrica e sobrecarga salina,
pudemos observar um aumento na porcentagem de entradas nos bracos abertos (Fs4s = 9,796;
p = 0,0001) na qual o pés-teste indicou haver aumento do grupo PH48h (p = 0,0143 ) e SS48h
(p < 0,0001) em relagdo ao controle, assim como, maior porcentagem de tempo despendido
nos bracos abertos (Fs4s4 = 10,78; p < 0,0001), demonstrado pelo pos-teste de Turkey, onde
PH48h (p = 0,0124) e SS48h (p < 0,0001) foram os grupos que apresentaram diferenca
significativas também em relacdo ao grupo controle. Adicionalmente, houve reducdo no
tempo de permanéncia no brago fechado (Fs4s = 5,194; p = 0,0016), onde o grupo SS48h
apresentou diminuicdo significativa (p = 0,0030).

Por fim, nenhum grupo apresentou altera¢cdes nos comportamentos de avaliagédo de
risco (stretched attention postures — SAPs) e mergulho de cabecas (head dipping). Todos
esses resultados podem ser vistos na Figura 8.
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Figura 8. Parametros comportamentais avaliados durante o teste do labirinto em cruz elevado
nos animais submetidos a privagdo hidrica e sobrecarga salina, por 24 e 48 horas.
A) Porcentagem de tempo nos bragos abertos; B) Porcentagem de entradas nos bracos abertos; C)
Tempo nos bracos fechados; D) Numero de entradas nos bragos fechados; E) Episédios de Head
dipping; F) Episodios de SAPs. O nuimero de animais por grupo estd descrito na figura entre
parénteses. Cada barra representa média + EPM; teste ANOVA de uma via; * p < 0.05; ** p < 0.01;
****p < 0.0001 em relagdo ao grupo controle.
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Adicionalmente, a regresséo linear entre o tempo de permanéncia nos bragos abertos e
a osmolalidade, demonstra uma correlagéo positiva entre os dois parametros, onde quanto
maior a osmolalidade plasmatica maior é o tempo de permanéncia no brago aberto no teste de
labirinto em cruz elevado (p = 0.0142 e r = 0.3637; Figura 9). Ou seja, quanto maior a
osmolalidade, maior é o tempo que o animal despende no braco aberto, indicando assim a
relacdo entre o aumento da osmolalidade e o comportamento ansiolitico.
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Figura 9. Regressdo linear entre a osmolalidade plasmatica e o tempo nos bragos abertos do
labirinto em cruz elevado. O nlmero total de animais por grupo foi igual a 8.
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5.2.3 Efeitos da privacdo hidrica e sobrecarga salina sobre os pardmetros analisados na
caixa claro escuro

A caixa claro e escuro, assim como, o labirinto em cruz elevado é um ensaio
comportamental utilizado para avaliar o status de ansiedade, contudo, o paradigma abordado é
diferente. Na caixa claro escuro o animal é submetido a outro tipo de condigdo aversiva, neste
caso, alta luminosidade (400 lux), onde um compartimento fica altamente iluminado e o outro
sem iluminacdo. Sendo assim, outro grupo de animais foi submetido a esse teste com o
objetivo de analisar a resposta comportamental de ratos desidratados em uma condicdo
altamente aversiva, haja vista, que todos os testes comportamentais foram realizados no
periodo noturno, periodo de maior atividade exploratéria. Neste teste obtivemos resultados
significativos apenas no tempo de permanéncia na area clara (Fas0 = 2,921; p = 0,0301), onde
apenas o grupo privado de agua por 48 horas apresentou resultado significativo (p = 0,0424;
Figura 10) em comparagéo ao grupo controle.

27



A B

50‘|I:I CT (11) 80
= PH24 (11) 8 PH48 (12) = *
[ ss24 (11)E0 ss48 (11) o
40 <
® 60
_ o
& [3)
o 207 T v
(8] - 40_
c \©
@ [
= 207 c
—~ o —l—
2 204
10 £
[
0 0
251 4-
w 20
E 3
o [}
= 151 xg
0 (&3
2 5 2
< c
® 104 @
el
< [
=} -
o 5 !
0 0

147

1

104

SAP

Figura 10. Par@metros comportamentais avaliados durante o teste da caixa claro e escuro em
animais submetidos & privacdo hidrica e sobrecarga salina, por 24 e 48 horas. A) Laténcia;
B) Tempo na érea clara; C) Transi¢Oes entre a rea clara e escura; D) Numero de transi¢cGes da area
clara para a escura; E) Numero de episodios de SAPs. O numero de animais por grupo esta descrito na
figura entre parénteses. Cada barra representa média = EPM; teste ANOVA de uma via; * p < 0.05 em
relagdo ao grupo controle.
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5.3 Anélise dos efeitos da desidratacdo na expressao relativa de mRNA

Como observado nos resultados da andlise comportamental, os animais que sofreram
desidratacdo por 48 horas foram os que apresentaram respostas significativas no LCE e na
CCE, sendo assim, optamos por analisar apenas os grupos submetidos a privacao hidrica e
sobrecarga salina por 48 horas em relacdo a expressdo relativa de mRNA para AVPR1a,
OTR, GAD67 e vGLUT?2 na amigdala basolateral, amigdala central e habénula.

5.3.1 Anélise dos efeitos da privacao hidrica e da sobrecarga salina na expressao relativa
de mRNA para GAD67, vGLUT2, OTR e AVPR1a na amigdala central

Na amigdala central a expressdo génica de mMRNA para OTR aumentou
significativamente (F2,15 = 5,994; p = 0,0122), o pos-teste de Turkey demonstrou que esse
aumento ocorreu no grupo privacdo hidrica 48 horas (p = 0,0103). Contudo, ndo houve
aumento significativo da expressdo de mRNA para AVPR1a, vGLUT2 e GAD67 durante
privacdo de agua. No mais, também ndo foram observadas alteragdes na expressédo génica
para AVPR1a, OTR, vGLUT2 e GADG67 no grupo sobrecarga salina 48 horas, conforme
ilustrado na Figura 11.
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Figura 11. Efeitos da privacdo hidrica e da sobrecarga salina na expressao relativa de mRNA na
amigdala central. A) OTR mRNA aumentou significativamente na condicdo de privacdo hidrica;
B) Expressao de mRNA para receptor AVPR1a; C) Expressdo de mMRNA para GAD67; D) Expressédo
de mRNA para vGLUT2. Cada barra representa média £ EPM; o nimero total de animais por grupo
foi igual a 6; teste ANOVA de uma via; * p < 0.05 em relacdo ao grupo controle.

30



5.3.2 Anédlise dos efeitos da privacdo hidrica e sobrecarga salina por 48 horas na
expressdo relativa de mRNA para vGLUT2, GAD67, GAD67 e vGLUT2 na amigdala
basolateral

Na amigdala basolateral o ANOVA de uma via ndo demonstrou diferencas
significativas entre os grupos privacdo hidrica e sobrecarga salina em relacdo a expressdo de
MRNA para AVPR1a, OTR, vGLUT2 e GADG67. Indicando que ndo houve alteragdo na
expressao desses alvos durante a desidratacdo induzida pela privacdo hidrica e sobrecarga
salina. Esses resultados séo apresentados na Figura 12.
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Figura 12. Efeito da privacdo hidrica e sobrecarga salina na expressédo relativa de mRNA na
amigdala basolateral. Hiperosmolalidade induzida por privagdo hidrica e sobrecarga salina ndo
alterou a expressdao de mMRNA na amigdala basolateral para; A) Expressdo de mRNA para OTR;
B) Expressdo de mRNA para AVPR1a; C) Expressdo de mRNA para GAD67; D) Expressdo de
MRNA para vGLUT2. Cada barra representa média = EPM; o nlmero total de animais por grupo foi
igual a 6; teste ANOVA de uma via.
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5.3.3 Anélise dos efeitos da privacdo hidrica e sobrecarga salina por 48 horas na
expressao relativa de mRNA para vGLUT2, GAD67, GAD67 e vGLUT2 na habénula

Por fim, ANOVA de uma via demonstrou alteragéo significativa na expresséo relativa
de mRNA para vVGLUT2 na habénula (F215 =35585; p = 0,0430), onde o pos-teste de Turkey
revelou que essa alteracdo ocorreu apenas no grupo que foi submetido a privagdo hidrica
(p = 0,0534). Em contrapartida, ndo observamos alteracdes significativas na expressao génica
para AVPR1a, OTR e GADG67 na habénula, em nenhuma das situacdes de desidratacdo. Todos
esses dados podem ser visualizados conforme Figura 13.
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Figura 13. Efeito da privacado hidrica e da sobrecarga salina na expressao relativa de mRNA na
habénula. A) Expressdo de mRNA para OTR; B) Expressdo de mRNA para AVPR1a; C) Expressdo
de mRNA para GAD67; D) 48 horas de privacdo hidrica aumentaram a expressdo de mRNA para
vGLUT?2. Cada barra representa média £ EPM; o nimero total de animais por grupo foi igual a 6; teste
ANOVA de uma via; * p < 0.05 em relacdo ao grupo controle.
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6 DISCUSSAO

A sede é uma sensacao essencial a vida que desencadeia mecanismos de defesa do
organismo, para aumentar o consumo de &gua em resposta aos déficits no LEC e/ou no LIC
(Gizowski e Bourque, 2018). Animais que experimentam prolongada privacdo hidrica ou
alimentar, geralmente assumem maiores riscos para a obtencdo de alimento/agua (Mcblane e
Handley, 1994; Genn et al., 2003; Inoue et al., 2004; Rebolledo-Solleiro et al., 2013). Isso
sugere que demandas de controle da homeostase interna podem modular a circuitaria neural
relacionada a motivacdo (Berridge, 2004). Partindo dessa premissa, € possivel supor que
protocolos que desafiam o balanco hidroeletrolitico possam contribuir para alteracbes nos
comportamentos relacionados & ansiedade. Portanto, no presente trabalho analisamos o efeito
da desidratacdo nas respostas exploratorias e analogas a ansiedade em ratos, bem como a
expressdo génica de AVPR1a, OTR, GAD67 e vGLUT2 na amigdala e habénula.

Uma vez que a volemia € mantida pela manutencdo da constancia entre o ganho e a
perda de agua e eletrélitos, determinando o grau de hidratacdo do individuo (Verbalis, 2003),
a privacdo hidrica e a sobrecarga salina sdo estimulos capazes de causar um desequilibrio
dessa constancia. Nesse estudo, 0s animais submetidos a privacdo de agua e a sobrecarga
salina por 24 horas ndo apresentaram alteracOes significativas na osmolalidade plasmatica em
comparagdo ao grupo controle. Existem mecanismos homeostaticos altamente eficientes que
atuam coordenadamente para diminuir a excre¢do de agua. Por outro lado, se a ingestdo de
sodio for muito alta sdo ativados mecanismos que visam a eliminacdo das quantidades
excedentes deste ion do organismo (Mecawi et al., 2015). Dessa maneira, é possivel que
durante as primeiras 24 horas de privacao hidrica e sobrecarga salina 0 organismo esteja em
processo de adaptacdo a essa nova condicdo osmotica, e consequentemente, VArios
mecanismos estejam ativados a fim de contribuir para a manutencdo da osmolalidade dentro
do seu set point ideal. Em conjunto, essas respostas adaptativas nos animais submetidos a
privacdo e sobrecarga por 24 horas pode ter impedido que esses grupos apresentassem
alteracdes significativas na osmolalidade plasmatica. Entretanto, os animais submetidos a 48
horas de privacao hidrica e sobrecarga salina aumentaram significativamente a osmolalidade
plasmatica, demostrando que essas condi¢fes experimentais por pelo menos 48 horas sdo
potentes estressores fisiolégicos e podem induzir a desidratacdo, corroborando com a
literatura (Greenwood et al., 2015).

No hematocrito ndo observamos aumento significativo nos grupos privacdo hidrica por
24 horas e sobrecarga salina por 24 e 48 horas. Todavia, 0 hematdcrito aumentou no grupo
privacao 48 horas, como era esperado. A inobservancia de modificagdes no hematécrito dos
animais submetidos ao protocolo de sobrecarga salina por 48 horas pode ser explicada da
seguinte maneira: a medida que os animais tinham como unico fluido disponivel salina 1,8%,
0s animais entdo ingeriam grandes quantidades desse fluido hipertbnico, ao passo que,
também excretavam grandes quantidades de agua e sddio, isto é, eles repunham a agua
perdida através da ingestdo excessiva desse fluido hiperténico (Greenwood et al., 2015). Ou
seja, na condicdo de privacdo hidrica as perdas de liquidos ocorrem tanto no LEC quanto no
LIC, caracterizando a desidratacdo absoluta (De Luca et al., 2010), enquanto que na
sobrecarga salina ocorre a desidratacdo do LIC o que é caracterizado como desidratacao
intracelular (Smith et al., 2015). Portanto, isso pode ter contribuido para que esse grupo nao
apresentasse diferenca significativa do hematocrito em relacdo ao grupo controle. Além disso,
estudos anteriores também ja demonstraram que ap0s a sobrecarga salina 0 hematdcrito nao
aumenta significativamente em relagdo ao grupo controle (Lepetit et al., 1992), corroborando
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assim, com nossos achados de que a sobrecarga salina por 24 e 48 horas ndo causam
alteracOes relevantes no hematdcrito, justamente por apenas causar desidratacdo intracelular.
Logo, a partir dos dados de osmolalidade somados aos resultados do hematdcrito podemos
concluir que nosso protocolo de privacdo hidrica e sobrecarga salina por 48 horas foram
capazes de suscitar uma condicdo de desidratacéo intracelular, corroborando com o esperado e
com diversos outros autores na literatura.

Sistemas neuroendécrinos envolvidos com o balanco hidrossalino, atuam também nas
respostas comportamentais, como 0s sistemas vasopressinérgico, ocitocinérgico (Neumann e
Landgraf, 2012) e angiotensinérgico (Saavedra, 2017). Além disso, recentes estudos vém
demonstrando a importancia do metabolismo do sédio e da &gua no contexto comportamental
(Krause et al., 2011; Smith et al., 2015; Zhang et al., 2016). Desta maneira, podemos supor
que substratos neuroenddcrinos que modulam o balango hidroeletrolitico podem também estar
envolvidos nas alteragdes comportamentais que objetivam a busca da é&gua, como por
exemplo, na reducdo de comportamentos analogos a ansiedade, mesmo que algum fator
aversivo adicional seja acrescido, como por exemplo, um novo ambiente associado a alta
luminosidade para roedores. Para testar essa hipotese, ap0s privacdo hidrica e sobrecarga
salina submetemos 0s animais a analises comportamentais, nhomeadamente, campo aberto,
labirinto em cruz elevado e caixa claro e escuro, com o objetivo de analisar se a desidratagédo
altera algum fendmeno comportamental.

A andlise do teste do campo aberto demonstrou ndo haver diferenca significativa entre
nenhum dos grupos em relacdo ao controle, em nenhum dos parametros observados. Dados
ndo publicados do nosso laboratorio indicam que animais submetidos a privacdo de sédio ou
privacao alimentar também nédo alteram o padrdo locomotor no campo aberto. Coelho et al.,
(2006) constataram que animais submetidos a dieta hipossodica e hiperssddica nédo
apresentavam alteracGes na atividade locomotora no CA. Isso sugere que 0S animais ndo
alteraram o seu padrdo exploratério, como € visto em animais que sofrem psicoestimulacédo
farmacoldgica (Prut e Belzung, 2003).

Ja no teste do labirinto em cruz elevado, ndo observamos alteracdes significativas nos
animais submetidos a privacdo hidrica e sobrecarga por 24 horas. Esses resultados diferiram
do padrdo comportamental observado por Hernandez et al., (2016) que demonstraram que 24
horas de privacdo hidrica era um estimulo potente o suficiente para desencadear respostas
ansiogénicas no LCE. Por outro lado, nossos animais submetidos a privacdo hidrica e
sobrecarga salina por 48 horas indicam reducdo dos comportamentos andlogos a ansiedade.
Esta afirmacdo é baseada no aumento da porcentagem de tempo despendido nos bracos
abertos, bem como, aumento na porcentagem de entradas nos bracos abertos, isto porque,
naturalmente roedores apresentam preferéncia pelos bragos fechados, sendo assim, quando os
animais demonstram preferéncia pelos bracos abertos em relagdo aos animais controle,
configuram um comportamento ansiolitico (Dawson e Tricklebank, 1995). Esses dois
parametros sdo considerados 0s principais indices relacionados ao estudo dos
comportamentos analogos a ansiedade nesse teste (Rodgers e Dalvi, 1997). No caso do
labirinto em cruz elevado a porcentagem de entradas é preferida ao nimero de entradas nos
bracos abertos, pois reduz a interferéncia por conta do aumento da atividade locomotora
(Rodgers e Dalvi, 1997). Em contrapartida, ndo foram observadas alteragdes no
comportamento de avaliacdo de risco (stretched attention postures - SAPS) e nos mergulhos
de cabega (head dipping). Em conjunto, esses dados indicam uma clara resposta ansiolitica
dissociada a alterac6es no padrdo locomotor.
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Estudos prévios de McBlane e Handley (1994) também demonstraram que a privagao
hidrica tem um efeito ansiolitico no labirinto em cruz elevado, no entanto, esse efeito €
proporcional a duracdo dessa privacdo, sendo que 48 horas de privacao hidrica desencadeou
uma resposta ansiolitica maior nos animais em relacéo ao controle e ou ao grupo privado por
24 horas. Além disso, a desidratacdo aguda por meio da administracdo em bolus de solucéo
salina hipertbnica foi capaz de aumentar os comportamentos sociais, 0 que pode ser visto
como um efeito ansiolitico (Krause et al., 2011). Adicionalmente, Rebolledo-Solleiro et al.,
(2013) demonstraram que ratos privados de agua por 72 horas passam mais tempo explorando
0s bragos abertos no labirinto em cruz elevado, sugerindo que eles exibem um perfil
ansiolitico em comparacdo com os controles ndo privados.

Em consonancia com o acima exposto, a analise de regressdo linear entre a
osmolalidade plasmaética e o tempo de permanéncia nos bracos abertos do labirinto em cruz
elevado mostrou uma correlagdo positiva. Em outras palavras, o aumento da osmolalidade
plasmaética foi capaz de alavancar o tempo de permanéncia nos bragos abertos no labirinto em
cruz elevado. Esse dado revela uma relacdo entre hiperosmolalidade e comportamentos
ansioliticos em ratos desidratados. Reforcando nossa hipdtese de que, 0 estresse
hiperosmotico desencadeia uma resposta comportamental ansiolitica. O que faz sentido se
pensarmos no ponto de vista evolutivo, onde condigdes de fome e ou sede levam animais a
reduzirem os comportamentos semelhantes a ansiedade, aumentando a probabilidade de
encontrar aporte hidrico, garantindo a sobrevivéncia (Mcblane e Handley, 1994; Genn et al.,
2003; Inoue et al., 2004; Rebolledo-Solleiro et al., 2013).

Em relacdo ao teste da caixa claro e escuro, apenas 0s animais submetidos a privacao
hidrica por 48 horas aumentaram significativamente o nimero de tempo na area clara, e ndo
alterou a laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro, bem como a transicéo
entre 0s dois compartimentos. Neste procedimento experimental, o nimero total de transicGes
parece ser um indice de atividade locomotora, enquanto 0 aumento no nimero de transi¢ées
da area escura para a clara, assim como o tempo de permanéncia neste Ultimo compartimento,
é visto como indicativo da atividade ansiolitica (Bourin e Hascoét, 2003). Os resultados
obtidos na caixa claro e escuro indicam uma reducdo dos comportamentos analogos a
ansiedade no grupo privacéo hidrica por 48 horas.

Naturalmente, os roedores possuem aversdo a locais iluminados (Barker et al., 2010),
e consequentemente, a intensidade da luz ambiente afeta seus comportamentos (Cardenas et
al., 2001). Ratos submetidos a baixa iluminacdo tenderam a explorar mais os bragos abertos
do labirinto em relacdo aos animais expostos a alta incidéncia luminosa (Cardenas et al.,
2001). Na caixa claro e escuro, onde 0s animais podem explorar livremente dois
compartimentos, um escuro e o outro com alta incidéncia luminosa, 0s mesmos tendem a
permanecer mais tempo no compartimento escuro, devido a sua averséo a locais iluminados
(Chaouloff et al., 1997). Portanto, Martinez et al., (2002) reforcaram a importancia da
informacao visual como uma aversao ao labirinto. Na caixa claro e escuro apenas altas doses
de diazepan sdo capazes de alavancar uma resposta ansiolitica, ao passo que, menores doses
no labirinto em cruz ja é possivel observar essa mesma resposta (Chaouloff et al., 1997).
Nesse sentido, é possivel que o estimulo aversivo da caixa claro e escuro seja mais intenso do
que o paradigma do labirinto em cruz elevado, que se baseia na aversdo de roedores por
lugares desprotegidos, logo, as respostas observadas sdo diferentes. Nossos resultados
corroboram essa afirmacdo, j& que na caixa claro e escuro os resultados foram menos
proeminentes do que no labirinto em cruz elevado.
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O estresse, definido como uma ameaca real ou percebida pode levar a alteracfes na
homeostase orgénica, ativando circuitos neurais que alteram as respostas fisiologicas e
comportamentais para garantir a sobrevivéncia e o bem-estar do individuo. Estressores
fisiologicos, como a hipernatremia, sdo ameacas reais que comunicam desvio no metabolismo
corporal de &gua e sédio ao SNC (Smith et al., 2014). Em contrapartida, ameacas percebidas
Ou estresses psicogénicos criam sinais que surgem dentro do proprio cérebro ao interpretar
estimulos do meio externo como danos potenciais. Apesar das diferencas entre estresses
fisiologicos e psicogénicos, ambos ativam circuitos hipotalamicos sobrepostos que medeiam
as respostas ao estresse (Krause et al., 2011). Sendo assim, € possivel supor que o estresse
osmético desencadeado pela privacdo hidrica e pela sobrecarga salina desencadeiem
alteragbes comportamentais significativas, como foi observado em nossas andlises
comportamentais. Ademais, a OT tem sido sugerida como facilitadora de comportamentos,
por reduzir a ansiedade e aumentar a interacao social (Bale et al., 2001; Petrovic et al., 2008;
Lukas e Neumann, 2013; Zoicas et al., 2014; Neumann e Slattery, 2016), ao passo que a AVP
(Hernandez et al., 2016; Zhang et al., 2016) e a ANG Il (Saavedra, 2017) possuem acéao
ansiogénica.

Nesse sentido, utilizamos dois diferentes estimulos para mimetizar duas condicGes
distintas de desidratacdo. Na privacdo hidrica ocorre um aumento dos niveis plasmaticos de
OT, AVP e ANG II, enquanto que na sobrecarga salina ocorre 0 aumento de OT, AVP e uma
reducdo de ANG II circulante (Greenwood et al., 2015). Além disso, a ANG Il aumentada na
condicao de privacdo hidrica pode exercer efeito modulatério nas respostas comportamentais
que observamos, ao passo que, na sobrecarga salina isso ndo aconteceria. Estudos anteriores
indicam que o antagonismo do receptor AT1 para ANG II, seja por administracao periférica
ou intracerebroventricular diminui comportamentos analogos a ansiedade, sugerindo que a
estimulacdo desse receptor pela ANG Il leva a comportamentos ansiogénicos (Braszko et al.,
2003; Saavedra e Benicky, 2007; Saavedra, 2017). Os niveis plasmaticos de AVP e ANG II
estdo aumentados em condicBes de privacdo hidrica e ambos possuem acdo ansiogénica
(Saavedra e Benicky, 2007). Esses dados reforcam a nossa escolha dos protocolos de privacéo
hidrica e sobrecarga salina, haja vista, as diferencas fisioldgicas encontradas entre ambas as
condicdes de estresse osmotico.

A amigdala é um importante nicleo encefalico extraipotalamico que expressa AVP e
OT, assim como, seus receptores (Neumann e Landgraf, 2012), que sdo encontrados em niveis
particularmente elevados no nicleo ACe (Huber et al., 2005). Além de suas acdes classicas,
AVP e OT sdo importantes reguladores das respostas ao estresse e transtornos
neuropsiquiatricos, como a ansiedade (Neumann e Landgraf, 2012). Dito isso, nossos
resultados demonstraram um aumento da expressdo de mRNA para OTR, sem alteracdo de
AVPR1a, vGLUT2 e GAD67 na amigdala central. De fato, existem projecdes do PVN para a
ACe (Hernandez et al., 2016), o que demonstra a interacdo entre o sistema neuroenddcrino e o
sistema limbico.

Os efeitos da administracdo de OT na amigdala central indicam que este ndcleo € um
alvo importante para as acdes ansioliticas deste neuropeptideo (Laszlé et al., 2016). Estudos
anteriores demonstram que a expressdo dos receptores de OT na amigdala central esta mais
restrita a divisdo ACeL/C, enquanto os receptores para AVP sdo mais expressos na parte
ACeM (Huber et al., 2005). A OT estimula os neurdnios da CeL/C que enviam projecoes
GABAérgicas inibitorias, levando a um aumento de GABA na porgdo ACeM, suprimindo sua
atividade e, portanto, reduzindo as respostas de ansiedade e medo, indicando a diferenca dos
papéis de OT e AVP na amigdala central (Huber et al., 2005). O desequilibrio entre AVP e
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OT pode contribuir para déficits sociais que acompanham as psicopatologias (Neumann e
Landgraf, 2012). Estudos anteriores mostraram que os desafios & homeostase, como sede e
fome, diminuem a ansiedade (Mcblane e Handley, 1994; Genn et al., 2003; Inoue et al., 2004;
Rebolledo-Solleiro et al.,, 2013). Sugere-se que as demandas de controle da homeostase
interna podem modular os circuitos neurais relacionados a motivacao (Zhang et al., 2016).

Amigdala Cortex
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= Projec0es
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Na+ or

Figura 14. Esquema hipotético das interacbes entre o aumento da osmolalidade plasmaética e a
alteracdo comportamental no labirinto em cruz elevado. Nesta figura estdo representados os
principais nicleos que reconhecem as varia¢des na osmolalidade plasmatica e se projetam para a
neuroipéfise para aumentar a sintese e secrecdo de AVP e OT, que consequentemente podem se
projetar para a amigdala central. Onde OT através da interacdo neuropeptidio-receptor, possivelmente
pode modular as respostas relacionadas com a diminuicdo da ansiedade. Mostrando o processamento
de diferentes entradas excitatdrias (+) e conexdes GABAEérgicas (-) entre as regides que expressam OT
e AVP; CeM, porcdo medial da amigdala central; Cel, por¢cdo medial da amigdala central; Amig C,
amigdala central; AM, amigdala. Adaptado de Huber et al., (2005).

No PVN, a microinfusdo bilateral de OT produz efeito ansiolitico em ratos machos,
essa atividade ansiolitica depende da ativacdo sequencial de varias vias de sinalizacao
intraneuronais mediadas por seu receptor OTR (Blume et al., 2008). A infusdo local de
agonista de OT no PVN resulta na ativacdo da cascata das quinases regulada por sinal
extracelular 1 / 2 (ERK1/ERK2) (Blume et al., 2008). Em contrapartida, em ratas lactantes
que possuem altas concentracBes de OT circulante o bloqueio dessa via resulta num efeito
ansiogénico, o que ndo é observado em ratas virgens (Jurek et al., 2012). Interessantemente,
Van Den Burg et al., (2015) demonstraram que a OT estimula o influxo de calcio extracelular
através de canais receptores de potencial transiente vanildide do subtipo 2 (TRPV2) em
neurdnios hipotalamicos para exercer seus efeitos ansioliticos.
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No trabalho de Hernandez et al., (2016), a ativagdo metabdlica dos neurbnios
magnocelulares vasopressinérgicos através da privacdo hidrica, demonstrou ser um fator
fisioldégico estressante que per se desencadeia uma resposta ansiogénica, avaliada pelo
labirinto em cruz elevado. Através do método de RNAscope, estes autores mostraram que
AVPR1a é altamente expresso na amigdala. Todavia, conforme supracitado nos resultados,
ndo houve alteracdes na expressdo de AVPR1a na amigdala, sugerindo que juntamente com
os dados comportamentais aqui citados, é provavel que ap6s 48 horas de desidratacdo a AVP
ndo atue tdo proeminentemente quanto a OT apds estimulo hiperosmotico.

Adicionalmente, condicGes de estresse geralmente criam alteracdes no balango
autonémico, aumentando o ténus simpatico e diminuindo o ténus parassimpatico (Sgoifo et
al., 1999). Neur6nios parvocelulares do PVN enviam projecdes para o tronco encefalico e
medula ventrolateral rostral (Shafton et al., 1998). Nucleos que regulam as fungdes
parassimpaticas, como o nucleo motor dorsal do vago, nucleo ambiguo e NTS possuem
receptores para OT (Porges, 1998; Higa et al., 2002). A ativacdo de neurdnios ocitocinérgicos
aumenta o tonus parassimpatico (Raggenbass et al., 1987; Gamer e Biichel, 2012; Pifiol et al.,
2014) reduzindo assim as caracteristicas autondmicas da ansiedade (Davis e Whalen, 2001).
Por fim, ndo observamos alteracGes na expressdo de GAD67 e vGLUT2 neste nucleo, o que
sugere ndo ter havido alteracdes significativas na transmisséo glutamatérgica e GABAérgica.
Além disso, é possivel que outra isoforma responsavel pelo transportador vesicular e pela
descarboxilase do acido glutdmico estejam funcionalmente ativas, participando desses
processos, o que nao foi analisado neste trabalho.

A ABL desempenha um importante papel na ansiedade, humanos que possuem
transtorno de ansiedade mostram uma atividade anormal da ABL (Etkin et al., 2009). Em
contrapartida, nossos resultados ndo indicam nenhuma alteracdo significativa de OTR,
AVPR1la, GAD67 e vVGLUT na ABL. Interessantemente, estudos de Petrovich et al., (2009)
demonstraram que a ACe, mas ndo a ABL, € critica para o controle da ingestdo alimentar
apos estimulo aversivo. Esse estudo demonstra a autonomia dessas duas regiées em contextos
comportamentais. Sendo assim, a inobservancia de alteracdes em nenhum dos genes
analisados nesse trabalho na ABL, pode representar essa autonomia dos nucleos da amigdala
para processar informacdes especificas. Portanto, supomos que no contexto de estresse
fisiologico, a participacdo da amigdala central é mais pronunciada do que a amigdala
basolateral, provavelmente, estimulada pelo aumento da OT liberada centralmente atuando no
seu receptor especifico.

A habénula é uma estrutura altamente conservada no cérebro de diferentes espécies
animais e fornece mecanismos fundamentais para a sobrevivéncia e a tomada de decisao.
Pode ser dividida anatomicamente e funcionalmente em habénula lateral e habénula medial
(Proulx et al., 2014). De fato, o estresse induz a ativacdo de neurbénios na habénula lateral
(Hikosaka, 2010). Em relacdo aos nossos resultados, observamos um aumento da expressao
génica de vGLUT2 na habénula apos privacéo hidrica por 48 horas. O vGLUT2 é considerado
como um marcador da neurotransmissdo glutamatérgica (Varoqui et al., 2002),
consequentemente um aumento nos niveis de vGLUT2 indica um possivel aumento da
atividade excitatoria nesse ndcleo.

Estudos do final da década de 70 j& relatavam a presenca de fibras ocitocinérgicas e
vasopressinérgicas na habénula (Buijs et al., 1978). A habénula possui dois nucleos distintos
(HbM e HbL), sendo o maior e mais estudado o HbL (Ji e Shepard, 2007; Yang et al., 2008;
Hikosaka, 2010; Aizawa et al., 2012). A HbL envia suas principais eferéncias para os nacleos
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monoaminérgicos (ATV e nlcleo dorsal da rafe), com efeitos principalmente inibitérios (Ji e
Shepard, 2007). O trabalho recente de Hung et al., (2017) sugere que a liberacdo de OT do
PVN promove comportamentos pro-sociais atraves de efeitos diretos nos neur6nios
dopaminérgicos da ATV. Nesse sentido, a acdo da OT na ATV é um fator chave nos circuitos
de recompensa e também pode ser critica para regular a interagdo social (Buffington et al.,
2016). A OT atua aumentando a atividade das células dopaminérgicas do ATV que se
projetam para o nucleo accumbens e habénula (Hung et al., 2017). 1sso sugere um mecanismo
pelo qual a OT liberada apds estresse osmotico pode atuar na habénula. A participacdo da OT
e da AVP na regulacdo de comportamentos andlogos a ansiedade é amplamente descrita na
literatura, contudo, pouco se sabe a respeito dos seus papéis na habénula. Em condi¢des de
desidratacdo, por isso maiores estudos sdo necessarios, em Ultima analise, também ¢é
importante delinear o papel do transporte vesicular de glutamato nessas areas de projecéo e
nos processos relacionados ao comportamento analogo a ansiedade em ratos. Por fim,
supomos que neurdnios ocitocinérgicos desempenham papéis importantissimos no contexto
comportamental, reduzindo a ansiedade, seja de maneira direta ou indireta.

Esses dados em conjunto reforcam nossa hipOtese de que a OT liberada pela
hiperosmolalidade plasmatica, mas ndo AVP, atua através da sua interacdo peptideo-receptor
na amigdala central, para promover a reducédo da ansiedade, proporcionando uma condi¢édo
fisiologica mais adequada para busca da agua e, consequente, restabelecimento do balanco de
agua e sodio. No mais, também sugerimos que, a privacao hidrica € um estimulo mais potente
do que a sobrecarga salina para gerar alteragdes comportamentais associadas a alteracfes do
receptor de OTR, tendo em vista que, a privacdo hidrica aumenta a concentracdo plasmatica
de OT mais proeminente do que a sobrecarga salina (Greenwood et al., 2015).

41



7 CONCLUSOES

Os nossos resultados demonstram a importancia do estresse hiperosmotico na
modulacdo das respostas comportamentais, visto que, a hiperosmolalidade plasmaética
desencadeada pela sobrecarga salina e privacao hidrica foi capaz de promover uma resposta
claramente ansiolitica no LCE e no CCE. Além disso, nossos resultados indicam que a
privacdo de agua parece ser um estimulo mais potente que a sobrecarga salina para gerar
mudancas na caixa claro e escuro e na expressao génica de OTR e vGLUT2. Estudos
adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos subjacentes aos efeitos modulatérios
de estresse osmoético entre a privacdo hidrica e a sobrecarga salina nas respostas
comportamentais e moleculares.

Portanto, tendo em vista os dados apresentados nesse trabalho, podemos concluir que
possivelmente a OT liberada na amigdala central interagindo com o seu receptor medeie a
reducdo de comportamentos analogos a ansiedade em ratos desidratados por 48 horas.
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9 ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
Comiss3o de Etica no Uso de Animas — CEUA/ICBS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto Intitulado “Papel da vasopressina na génese dos comportamentais
anélogos a ansiedade apds protocolos que desafiam o equilibrio hidroeletrolitico.” protocolo
CEUA n2 001/2017 processo n® 23083.10034/2017-91 sob responsabilidade de André de
Souza Mecawi que envolve a produgdo, manutengio e/ou utilizagdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei no. 11794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto no. 6899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo conselho
Nacional de Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satde da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (CEUA-ICBS-UFRRJ), em reunido realizada no dia 18 de abril de 2018.

Vigéncia do Projeto 18.04.2018 2 18.04.2020

Espécie/linhagem Rattus norvegicus (linhagem Wistar)

Peso/idade 250-300g/-90 dias

No. De animais 288

Sexo Machos

Origem Biotério do Departamento de Ciéncias
Fisiol6gicas/ICBS/UFRRJ

We certify that the protocol CEUA no. 001/2017, entitled “The role of vasopressin in the
genesis of behavioral anxiety analogues after protocols that challenge the hydroelectrolytic
balance” is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the
Nacional Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by
the Local Animal Ethical Committee from Institute of Biological Sciences and Heathy of
Federal Rural University of Rio de Janeiro in 18 of April of 2018.

Antonié Ke@ranga Moita Costa

Coordenador CEUA-ICBS-UFRRJ
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