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RESUMO

Resultados de nosso laboratério confirmaram evidéncias de que ratos tornados
hipotiredideos pelo tratamento com metimazol desenvolvem exagerado apetite por sddio.
No presente trabalho investigamos a capacidade de ratos hipotiredideos responderem a
baixa dose de captopril adicionado a ragdo. Adicionalmente avaliamos a influéncia da
aldosterona em ratos hipotiredideos, durante a expressdo do apetite espontdneo por sodio e
apos o tratamento com captopril. Captopril aumentou sigmficativamente a ingestdo diaria
de NaCl 1,8% nos ratos hipotiredideos apos 32 dias de administragio de metimazol. Apods a
nterrupgdo do tratamente com captopril a ingestdo didria de NaCl 1,8% atingiu valores
superiores a 10,0 mL-100 g de peso corporal’ entre 48 e 60 dias pos-tratamento com
metimazol. A administragio de aldosterona reduziu significativamente a ingestdo
espontanca de NaCl 1,8%, ¢ apds o tratamente com captopril. Nossos resultados
demonstram que ndo obstante os ratos hipotiredideos desenvolverem deficiéncia na
producio de todos os componentes do sistema renina-angiotensina-aldasterona sistémico a
sua capacidade de sintetizar angiotensina Il em nivel cerebral esta preservada. A reversio
parcial da ingesta diaria de NaCl 1,8% durante o tratamento com aldosterona possivelmente
significa que a retenglio de sodio atenua tanto o apetite espontdneo por sal quanto o
induzido por captopril.

Adicionalmente, o envolvimento de receptores AT1 na expressdo do apetite por sédio foi
investigado em ratos hipotiredideos tratados com o antagonista angiotensinérgico ATI,
losartan, administrado cronicamente, adicionado ao alimento ou agudamente, por via

subcuténea, apos deplecio hidrossalina ou privagio de dgua, sodio e ragdo. O tratamento
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com losartan adicionado a rag3o reduziu significativamente a ingestdo de salina hipertonica
em ratos hipotiredideos. Mesmo apds o aumento da dose de losartan ndo se venficou
redugio da ingestio de NaCl, ao contrario, a intensidade do apetite por sédio foi retornando
gradualmente aos niveis anteriores. A administragio simultdnea de captopnl e losartan
elevou significativamente a ingestdo de NaCl em ratos hipotiredideos, ¢ apds remogio do
captopril a ingestio de NaCl retornou para os niveis observados antes do inicio do
tratamento com losartan. A administra¢io de losartan em ratos lpotiredideos durante o
tratamento com captopril reduziu significativamente a ingestao de NaCl. A administragdo
aguda sistémica de losartan em ratos hipotiredideos sob depleggo hidrossalina reduziu
significativamente a ingestio de NaCl e dgua. A privagdo de agua, NaCl e ragdo em ratos
hipotiredideos similarmente, provocou uma maior preferéncia por sodio entre os ratos
hipotireoideos. Nesta condigdo, a administragdo de losartan também induziu uma redugio
significativa na ingestdo de NaCl e agua. Os resultados demonstram gue o tratamento oral
com losartan inibiu o apetite por sddio espontdneo dos ratos hipotiredideos. O efeito
natriorexigénico do captopril foi reduzido pela administragdo concomitante de losartan o
que sugere que no hipotireoidismo (assim como no eutircoidismo) a angiotensina 11 gerada
centralmente participa da expressio do apetite por sddio. A continuagdo do tratamento com
losartan em ratos hipotiredideos revelou mecanismo central adicional dquele dependente de
angiotensina II. Por outro lado, foi demonstrado que tanto a deple¢do hidrossalina quanto a
privagdo de agua, NaCl e ragdo induzem um apetite por sodio que em curto prazo depende
de atividade angiotensinérgica cerebral nos ratos hipotiredideos mediada pela ativagdo de

receptores AT1.

Palavras-chave: rato, hipotireoidismo, apetite por sodio, losartan, sistema rentna-

angiotensina, aldosterona.
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ABSTRACT

Results from our laboratory have confirmed evidence that rats rendered hypothyroid by
treatment with methimazole develop an exaggerated sodium appetite. We investigated here
the capacity of hypothyroid rats to respond Lo a Jow dose of captopril added to the ration. In
addition, we determined the influence of aldosterone in hypothyroid rats during the
expression of spontaneous sodium appetite and after captopril treatment. Captopni
significantly increased the daily intake of 1.8% NaCl in hypothyroid rats after 32 days of
methimazole administration. After the discontinvation of captapril treatment, daily 1.8%
NaCl intake reached values ranging from 10.0 mL-100 g body wheight'', 48 to 60 days after
treatment with methimazole. Aldosterone treatment significantly reduced saline intake
before and after captopril treatment. Our results demonstrate that, although hypothyroid rats
develop a deficiency in the production of all components of the renin-angiotensin-
aldosterone system, their capacity to synthesize angiotensin 11 at the cerebral level is
preserved. The partial reversal of daily 1 8% NaCl intake during aldosterone treatment may
suggest that sodium retention reduces both spontaneous and captopril-induced salt appetite.

In addition, the involvement of AT1 receptors in the expression of sodium appetite was
studied in hypothyroid rats treated with the angiotensinergic ATI antagonist losartan.
Losartan added to the diet was administered chronically by the oral route or was
administered acutely by the subcutaneous route after hydrosaline depletion or water,

sodium and food deprivation. Losartan added to the food significantly reduced hypertonic
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saline intake in hypothyroid rats. Even an increase of the losartan dose did not reduce NaCl
intake; in contrast, the intensity of sodium appetite gradually returned to previous levels.
The simultanecus administration of captopril and losartan significantly increased NaCl
intake in hypothyroid rats, and after captopril removal NaCl intake returned to the levels
observed before the beginning of losartan treatment. The administration of losartan during
captopril treatment significantly reduced NaCl intake in hypothyroid rats. Acute systemic
administration of losartan to hydrosaline-depleted rats significantly reduced NaCl and water
intake. Water, NaCl and food deprivation similarly provoked & higher sodium preference in
hypothyroid rats. The administration of losartan also induced a significant reduction in
NaCl and water intake under these conditions The present resuits show that chronic oral
treatment with losartan inhibited spontaneous sodium appetite in hypothyroid rats. The
natriorhexigenic effect of captopril was drastically reduced by the concomitant
administration of losartan, suggesting that centrally produced angiotensin IT participates
the expression of sodium appetite in hypothyroidism. The progressive restoration of the
ingestion response after the continuation of losartan treatment in combination with
captopril observed for hypothyroid rats suggests that this response is mediated by a central
adaptive mechanism in addition to that depending on AT1 receptors. On the other hand,
both hydrosaline depletion and water, NaCl and food deprivation induced sodium appetite,
which in the short term depends on cerebral angiotensinergic activity mediated by the

activation of AT1 receptors in hypothyroid rats.

Key words: rat, hypothyrotdism, sodium appetite, losartan, renin-angiotensin system,

aldosterone.



1. INTRODUCAO

Os recentes avangos nas ciéncias biomédicas tém proporcionado um maior acerto na
constatagio das mais diversas endocrinopatias. Associado a isto, o acesso facilitado aos
meios laboratortais de diagnostico e pesquisa da doenga em curso favorece a sua
constatagio precoce, propiciando um maior detalhamento fisio-clinico  destas
endocrinopatias.

Dentre as endocrinopatias, as disfunges da glindula tiredide s3o cada vez mais
comumente diagnosticadas tanto em seres humanos como nos ammais. Variagdes anormais
dos niveis plasmaticos de horménios tireoideanos refletem as mais diversas apresentagdes
clinicas, uma vez que estes hormonios sdo importantes na modulagdo de diferentes sistemas
fisiologicos. Termorregulacdo, fungdio reprodutiva, regulagdo glic€mica, tonus do sistema
nervoso simpatico (SNS), atividade cardio-circulatoria, desenvolvimento do sistema
nervoso (SN} em animais jovens, diferenciagio, desenvolvimento e crescimente musculo-
esquelético, controle da pressdo arterial sfio apenas alguns dos sistemas fisiologicos que

sofrem influéncia dos hormonios tireoideanos.



1.1. A glandula tiredide

1. 1. 1. Aspectos morfologicos

A glandula tiredide ¢ derivada embriologicamente do endoderma da porgéo cefalica
do canal embrionario.

Anatomicamente ¢ formada por dois lobos unidos por um estreito istmo, localizados
ventralmente 4 traquéia, imediatamente posterior a cartilagem cricoide. Seu formato
anatémico detalhado varia nas diferentes espécies. Tecidos tireoideanos ectdpicos podem
ser encontrados na regido da crossa da aorta, lingua e base do coragdo, fato que deve ser
relevado no estudo da localizagdo do foco de disfungdo tireoideana. A glandula tiredide ¢
extremamente irmigada, com uma perfusdo sangiinea significativamente maior que a
maioria dos outros tecidos. Recebe inervagio simpatica direta do sistema nervoso
auténomo, para controle da secregdo de seus harmdnios num curto espage de tempo, de
acordo com as necessidades fisiologicas instantdneas. Faz stntopia com as glindulas
paratireoides, vasos e nervos importantes.

Histologicamente possui como unidade funcional os foliculos tireoideanos compondo
o parénquima do oOrgdo, além das células “C”, produtoras de calcitonina, um horménio
hipocalcemiante. Entre os foliculos sio encontrados ainda mastécitos, que tém importante
papel na regulagio da secregdo de hormdnios tirecideanos.

Os foliculos tireoideanos sdo formados por uma monocamada de células foliculares €
contém no seu interior uma substincia coldide, formada por uma glicoproteina chamada

tireoglobulina. Através da conformagdo das células foliculares ¢ da quantidade de vactolos



no coloide, é possivel se caracterizar o grau de atividade da glandula. Células foliculares
em forma cilindrica € com numerosos vactiolos no coldide, além de pouca substincia
coloide no limem folicular, indicam o staius funcional da glandula, Por outro lado, a
glandula hipofuncional apresenta epitélio na forma cubica com poucas vacuolizagdes no

coloide e grande acumulo do mesmo.

1.1.2. Fisiologia

1.1.2.a. Eixo hipotilamo — hipofise — tiredide

A regulagio dos niveis plasmaticos dos hormdnios tireoideanos ¢ realizada
basicamente pelas estruturas ¢ hormomos constituintes do erxo hipotalamo-adenohipofise-
tiredide. Hormé6nio Liberador de tireotrofina (TRH) produzido e liberado pelo hipotalamo,
através do sistema porta-hipofisario chega a adenohipofise e estimula tireotrofos a
produzirem ¢ liberarem horménio tireoetimulante (TSH). Este por sua vez estimula a
tiredide a produzir € liberar os seus hormdnios. Niveis plasmaticos elevados dos hormdnios
tireoideanos determinam a inibigiio da liberagdo de TRH pelo hipotalame pelo mecanismo
classicamente conhecide como feed-back negativo. O TSH ¢ também inibido pela agdo
direta e indireta dos elevados niveis dos hormdmos tirecideanos. O TSH age sobre
mastocitos presentes na tiredide que liberam histamina, fazendo vasodilatagio local,
promovendo dessa forma um aumento do aporte sangiineo para a glindula e assim
melhorando a impregnacdo da mesma pelo TSH. Contrariamente, a queda da concentragdo

plasmatica dos hormdnios da tiredide cessa o feed-back negativo sobre as areas regulatorias



centrais, liberando-as para o aumento da sintese de TRH e TSH, desta forma eleva os niveis
plasmaticos de T3 e T4.

Qutro mecanismo de controle da liberagdo dos hormdnios da tiredide seria a
mervagio sunpatica, determinando liberagGes rapidas dos hormdnios da tiredide, por

intermedio de receptores tipo f-adrenérgico.

1.1.2.b. Sintese e secrecio des hormonios da tiredide.

Os principais hormdnios secretados pela tiredide sdo a tiroxina ou tetraiodotironina
(T4) e a triiodotironina (T3). T3 ¢é a forma ativa, ¢ além de secretada pela tire6ide também ¢
formado nos tecidos periférios a partir da deiodagdio de T4 através de deiodases, tanio no
interior da célula-alvo como no plasma. Qutra forma de T3 também € encontrada na
circulagdo periférica, contende um iodo na posigo 5° da cadeia, ao inves da posigio 5 do
T3 ativo. Por isto é chamado de T3 reverso (RT3), que € inativo.

T4 e T3 sdo sintetizados na substancia colmdal do foliculo tireoideano. Atraves do
acoplamento entre uma monoidotirosina (MIT) com uma diiodotirosina (DIT) T3 €
formado, e do acoplamento entre DITs entre si forma-se o T4, Esses radicais tirosil iodados
estdo ligados a uma molécula de tireoglobulina que € produzida pelas células foliculares ¢
secretada para formar o coloide, onde na presenga de iodo e de enzimas 1odases formardo
MIT, DIT, T3 e T4, que ficardo ligados a tireoglobulina.

Sob agiio do TSH, diversos processos bioguimicos das células foliculares estardo
potencializados como a ativagdo de bombas de iodo, para captar iodeto da circulagio ©
enviar para o limem folicular, a captagdo de glicose, para fornecer energia para estas

células; além da sintese aumentada de tireoglobulinas, bem como a formagio de digitagdes



da membrana apical das celulas foliculares para aumentar a superficie e a capacidade
absortiva de coldide e dessa forma facilitar a fagocitose das tireoglobulinas com seus
radicais tirosil iodados.

Uma vez fagocitada a tireoglobulina, com MIT, DIT, T3 e T4, ligados a sua cadeia,
esta sofrera agdo de enzimas lisossomais que liberardo T3 e T4 para o citossol, que por
difusio passam para a circulagiio, além de MIT e DIT que sob agio das deiodases dessas
células liberarfio o iodo que serd reciclado e retornara ao coloide. Portanto apenas T3 e T4
ganham a circulagdo. Ja na circula¢fo eles ligam-se a proteinas plasmaticas e apenas 0,5 e
03% de T4 e T3 respectivamente, ficam na forma livre ou desligada, portante

potencialmente ativas em individuos normais.

1.1.2.c. Principais a¢des dos hormonios tireoideanos.

1.1.2.c.i. Efeito permissivo

Da mesma forma que os esterdides gonadais ¢ adrenais, os horménios tirecideanos
tém importincia na permissividade i agdo de outros hormdmios Isso porque o seu
mecanismo de agio estd relacionado com a sintese de proteinas por estimulagdo de
receptores nucleares, ¢ muitas vezes essas proteinas sdio substratos importantes na
transdugio de um sinal hormonal pela célula.

O efeito de glicocorticoides na estimulagio da produgdo de somatotropina (GH) em

cultivo de células tumorais da pituitdria s6 ocorre na presenga de horménios tireoideanos.



1.1.2,¢.ii. Crescimento ¢ desenvolvimento

A auséncia de hormdnios tireoideanos resulta em severo retardo no crescimento de
vertebrados, o que se deve principalmente & imbi¢ao do alongamento dos grandes 0s50s,
bem como da maturagio oOssea. A secreqdo de GH estda diminuida em animais
hipotirevideos ¢ € retomada com a reposigdo hormonal. Os hormonios tireoideanos
interferem também na atividade do GH nas suas células alvo, sendo necessarios para esse
fim Assim, tanto 0 crescimento como a maturagao musculo-esquelética estdo prejudicados
em individuos hipotiredideos jovens.

Estudos realizados em anfibios oferecem um bom exemplo da participagdo dos
hormdnios tireoideanos em processos de crescimento e diferenciagdo. A concentragido
sérica dos hormodntos tireoideanos € muito baixa na faixa embrionaria e parece ndo
depender de regulagdo hipotaldmica. Nesta fase a oferta de hormdnios tireoideanos acelera
o processo de metamorfose e antecipa a transicdo entre a forma larvaria e adulta. As
altera¢des morfofuncionais de absorgiio da cauda e crescimento dos membros ocorrem mais

precocemente {Hourdry, 1993).

1.1.2.c.iii. Reprodugdo

A deficiéncia dos hormdnios da tiredide estd relacionada com atraso nos ciclos
estrais, cios permanentes, com baixa taxa de ovulagdo além de ocorréncia de abortos no
terco inicial da gestagdo, ninhadas pouco numerosas, alta taxa de mortalidade dos recém

natos. Nos machos se observa diminuigdo da libido € baixa taxa de fertilidade.



Fémeas jovens terdo glindulas mamarias pouco desenvolvidas com ductos e alvéolos
imaturos caso haja deficiéncia de horménios tireoideanos. A agéio direta dos hormonios
tireoideanos nas glindulas mamarias, bem como a sua participagdo na sintese e liberagdo de

prolactina, interferem no desenvolvimento dessas glandulas,

1.1.2.c.iv. Galactogénese

Os hormdnios tirecideanos tém agao direta nas glindulas mamarias estimulando a
galactogénese.

No entanto, a deficiéncia de hormodnios tirecoideanos eleva os niveis de TRH no
hipotilamo, que parece ser também um fator estimulante dc liberagdo de prolactina,

podendo assim ocorrer galactorréia em animais hipotiredideos, independente do sexo.

1.1.2.c.v. Sistema cardiovascular

Neste sistema, os hormdnios tireoideanos estimulam o aumento da quantidade e
sensibilidade de receptores [-adrenérgicos no coragdo e consequente aumento da
sensibilidade inotropica e cronotropica a agdo catecolaminérgica.

Animais hipertiredideos tendem a ter todo o sistema renina-angiotensina- aldosterona
(SRAA) potencializados, por aumento na produgio dos mediadores bem como de
receptores de Angiotensina 11, AT1 ¢ AT2 em diversos orgios. Em consequéncia dessas
alteragdes, especialmente do aumento da geragdo sistémica de angiotensina [I ¢ da agdo

direta dos horménios tirecideanos, resulta em hipertrofia miocardica.



1.1.2.c.vi. Termogénese e consumo de (3;

Horménios tireoideanos estimulam o consumo de O; pelas mtocHndrias
potencializando a sintese de ATP. Este consiste no principal substrato final armazenador de
energia e calor, e como consequéncia de sua hidrolise é importante na manutengdo da agio
da bomba de Na . No tecido adiposo, especialmente o tecida adiposo marrom de animais
jovens e de adultos hibernantes, os horménios tireoideanos promovem intensa lipolise que

contribui para a tertogénese corporal.

1.1.2.¢.vii. Motricidade
A deficiéncia dos hormdnios tireocideanos esta relacionada com um atrase no tempo
de reflexo motor, por lentiddo na condugfio nervosa, mas também por menor sensibilidade

da placa motora.

1.1.2.c.viii. Metabolismo energético

Os niveis de carboidratos absorvidos no trato gastro-intestinal (TGI) estdo
aumentados na presenga dos hormdnios tireoideanos.

No hipertireoidismo, os niveis de glicose no plasma se elevam rapidamente apos as
refeigdes, podendo ultrapassar o limiar renal de glicose, no entanto a queda desses niveis
também ¢ rapida Por outro lado, o trdnsito intestinal também o estd, e a despeito da
hiperexia manifestada por alguns animais, estes podem emagrecer devido a esse fator
adicional.

Os niveis de colesterol tendem a aumentar na auséncia de hormdmos ttreoideanos.



1.1.2.c.ix. Interacdo com as catecolaminas

As catecalaminas como a adrenalina (ADR) e a noradrenalina (NOR) possuem efeitos
semelhantes aos dos hormomos vreoideanos. Esta constatagdo possivelmente decorre do
fato dos horménios tireoideanos influenciarem a densidade € a sensibilidade de receptores

B-adrenérgicos.

1.1.2.c.x. Tegumento

A disfungdo tireoideana com deficiéncia dos hormdmos tireoideanos deterrmina uma
diminui¢io da quantidade e da atividade de A-6-desaturase, enzima da cadeia de sintese de
acidos graxos necessdrios para a manuten¢do da integridade do filme protetor da pele em
cdes, proporcionando o aparecimento da seborréia seca. Além disso ocorre atrofia do

foliculo piloso.

1.1.2.c.xi. Interacdo com o sistema imunologico

O TSH foi um dos primeiros hormomos hipofisinos identificados como tendo uma
participacdo na regulagao do sistema imunoldgico in vivo. In vitro foi constatado que,
tireotropinas estimulavam a produgdo de anticorpos. No entanto, a produgdo de anticorpos
que seria mediada por linfocitos B, na auséncia de linfocitos T, o aumento na produgio de
anticorpos niie ocorria, sugerindo que este efeito fosse mediado por linfocitos T

Curiosamente, constatou-se que o TSH poderia também ser produzido por linfocitos

T, sob estimulo de TRH, estimulando por sua vez a sintese de anticorpos.
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1.1.2.c.xil. Nistema nervoso central e periférico

Os hormdnios tireoideanos t€ém também importante papel na mielogénese e
sinaptogénese neuronal, bem como na sintese de NGF (fator de crescimento neuronal) que
determina a velocidade de reconstituigiio neuronal pos-lesdo, incrementa a colaterizagio
axonal e a dendntogénese.

Desta forma, alteracies na aprendizagem, meméria, comportamento e atividade

reflexa 530 comuns na disfungao tireoideana.

1.2. O sistema renina-angiotensina-aldosterona

1.2.1. Aspectos morfofisiolégicos

Localizadas na arteriola aferente de cada glomeérulo, as células justaglomelulares
constituem o principal substrata morfofisiologico para a sintese e secreg@o de remna. Estas
células recebem inervagio simpatica, que por estimulagio [-adrenérgica regulam a
liberagio de renina. A sua localizagio justaglomerular permite que sofra iterferéncia
adicional das c¢élulas da macula densa. A macula densa é formada por um grupamento de
células sensiveis as alteragdes da carga filtrada de ions Na  que chega ao tabulo contornado
distal.

A renina ¢ uma enzima proteolilica que ao interagir com o angiotensinogénio, uma

ua-globulina sintetizada pelo figado, forma um decapeptideo denominado angiotensing 1.
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Este por sua vez € convertido em angiotensina TT por agdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA), que retira dois aminoicidos terminais da molécula. A enzima
conversora de angiotensina € sintetizada principalmente nos puimdes, apesar de diferentes
orgios também sintetizarem-na. A angiotensina |l atua de diversas formas tanto no rim
coma sistemicamente, além de estimular a secregdo de aldosterona pelas ceélulas
glomerulosas da adrenal,
Sdo trés os principais mecanismos responsavels pela hberagdo de renina:
a) Barorreceptores localizados nas paredes das arteriolas
aferentes, sensiveis ao estiramento, detectam a diminui¢do da tensdo na
parede do vaso nos casos de diminuigio da pressdo arterial (e.g.:
hemorragias, ligadura da aorta abdominal), e determinam a elevagio da
liberagio de remina. Contrariamente, a elevagdo da pressdo de perfusio
nestes vasos determinam a diminuigdo ou cessagio da liberagio da renina.
b) A diminuigdo na concentragio de NaCl constituinte do
filtrado glomerular que chega a porgio inicial do tabulo contornado distal
¢ detectada pelas células da macula densa. As células da macula densa
enviam  projecdes citoplasmaticas que se dirigem as  células
justaglomerulares. Provavelmente estes dois tipos celulares atuem como
um sincicio. As células da macula densa detectam alteragdes de volume ¢
composi¢io do fluido tubular distal ¢ enviam estas informagdes as células
justaglomerulares, que liberam renina.
c) A inervagio simpatica das células justaglomerulares por

intermédio de receptores [-adrenérgicos constitui um importante
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mecanismo regulatorio central direto das suas fungdes. A estimulagdo
elétrica dos nervos renais, da mesma forma que a estimulagio de
receptores [-adrenérgicos por utilizagio de isoproterencl elevam a
liberagdo de renina. Por outro lado, a agdo simpatolitica central, a
desnervagéo renal e o bloqueio dos receptores com o uso do propranolol

diminuem a liberagdo de renina.

1.2.2. O papel da angiotensina H

A angiotensina I é um importante mediador de fendmenos fisiologicos
indispensaveis para a regulacdo da pressio artenal e do balango hidroeletrolitico.

Recentemente outros peptideos da familia das angiotensinas como a angiotensina Il e
o heptapeptideo amino-terminal angiotensina 1-7, tém demonstrado ter importante
participa¢do em respastas fisiologicas antes atribuidas exclusivamente & angiotensina II. No
entanto, a angiotensina Il parece ainda ser a mais importante.

A potente acdo vasoconstritora direta da angiotensina II permite ajustes da pressio
arterial quando esta estd alterada. Atém disto, potencia a transmissdo ganglionar, bem como
a sintese e liberagio de noradrenalina. Adicionalmente inibe a recaptagio de noradrenalina
pelo terminal sinaptico. Simultaneamente, estes fatores disponibilizam mais noradrenalina

para estimulagfio de seus receptores.
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Na adrenal, a angiotensina [l estimula a liberagiic de noradrenalina e adrenalina,
potencializando a atividade simpatica. A liberacio de aldosterona pelo cortex da adrenal se
da principalmente por estimulagfo angiotensinérgica.

Diversas areas cerebrais sofrem influéneia da angiotensina 11 gerada sistemicamente.
Portanto, determina o aumento do ténus simpatico ao coragdo, vasos ¢ a medular da
adrenal. A liberagdo de vasopressina e a expressio de componentes comportamentais de
controle de volume e osmolaridade plasmaticas, como a ingestdo de agua e sodie, sofrem
influéncia da angiotensina 11.

A agio prolongada deste octapeptideo na musculatura cardiaca pode determinar

hipertrofia e crescimento da musculatura lisa vascular.

1.2.3. O papel da aldosterona

Os principais sinais para a liberagdo de aldosterona s3o a estimulagio pelo hormonio
adrecorticotrofico (ACTH), as variagdes dos niveis de sodic e potassio plasmaticos, além
da estimulagdo direta da anglotensina Il. Ha evidéncias de que ¢ peptideo natriurético atrial
{ANP) iniba esta hiberagio.

A aldosterona é um mineralocorticoide sintetizado na zona glomerulosa da adrenal
que age nos rins estimulando a reabsorgdo de sodio e secregio de potassio e hidrogénio.

Por ser uma molécula lipossoluvel, penetra facilmente na membrana das células do
ducto coletor onde interage com seus receptores citoplasmaticos e dirige-se para o micleo

onde o complexo horménio-receptor interage com sitios de ligagdo especificos do DNA,
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resultando a transcrigio de RNAm para a sintese de proteinas regulatdrias. Estas estimulam
a secreqio ativa primaria de hidrogénio pela membrana luminal, além de potencializarem a
permeabilidade ao sodio por estimulo 4 sintese e/ou a incorporagiio de canais de sodio na
membrana, além do aumento no aporte energético por estimulagiio das mitocondrias.

Com o aumento da reabsorgdo de sodio pela membrana Juminal, as concentragdes
deste se elevam no intenor da célula estimulando a atividade da bomba trocadora de sodio e
potassio localizada na membrana basolateral. Assim, os niveis aumentados de potassio
intracelular adicionalmente a diminui¢do da concentra¢do de soédio no fluido luminal criam
um gradiente eletrastatico que favorece a saida do potdssio para o limen tubular. Este
fendmeno favorece o aumento da permeabilidade ao potassio que se inicia imediatamente
apds a entrada da aldosterona nas células do ducto coletor, independentemente da sintese de
proteina regulatoria.

Com a reabsor¢do do sddio, ocorre também a reabsor¢do de agua, Desta forma, a
aldosterona ¢ primordial na restauragdo do volume hidrico corporal e osmolaridade

plasmatica.

1.3. Outras consideracoes

A regulagdo da pressdo arterial (PA) a médio e longo prazo bem como a manutengao
da homeostase dos liquidos corporais € em grande parte atribuida aos sistemas fisiologicos
que interferem no equilibrio hidroeletrolitico como o sistema renina-angiotensina-

aldosterona (SRAA) ¢ outros sistemas peptidérgicos [Ex.: peptideo natriurético atrial



{ANP), vasopressina). O apefite por sodio € um importante componente comportamental
responsavel pela restauracio da pressio arterial e manutengio do equilibrio
hidroeletrolitico.  Vias angiotensinérgicas cerebrais estdo criticamente envolvidas na
mediagdo do apetite por sodio. A hiponatremia, hipovolemia e a elevagdo dos niveis de
angiotensina [ circulantes constituem os principais sinais de erro detectados e aferidos por
sistemas fisidlogicos cerebrais.

Desta forma, quando da abordagem clinica de pacientes hipo ou hipertensos, faz-se-1a
necessaria em alguns casos a investigacdo do sfafus tireowdeano dos mesmos, para o
estabelecimento de uma terapéutica adequada. Por outro lado, o paciente com disfungio
tireoideana também poderia ter sua pressio arterial avaliada, bem como o seu
comportamento apetitivo por s6dio e a atividade excretoria renal

Neste trabalho buscamos avaliar a participagdo do SRAA no comportamento apetitivo

por sodio em ratos hipotiredidecs.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Hormonios tireoideanos, neurogénese ¢ neurotransmissao

E notivel a influéncia dos hormdnios tireoideanos nos mecanismos de
neurotransmissio central e periférica bem como no controle da fungio hipofisana. Os
horménios tirecideanos sdo essenciais ao desenvolvimento do sistema nervoso de
mamiferos. Em humanos e também em ammais sdo freqilentes as manifestagdes
neuroendocrinas e comportamentais decorrentes das alteragdes da fungio tireoideana.
Apesar da ampla faixa de variagio existente, individuos com hipertireoidismo apresentam
sintomas de ansiedade, labilidade emocional e hiperatividade. Fadiga, depressio,
embotamento das fungdes intelectuais e da cognigfio e dificuldades de concentragio
também estde presentes. Em humanos, a apatia e a depressdo, quando antecedem os sinais
caracteristicos do hipertireoidismo, dificultam o diagnostico e retardam o inicio do
tratamento (Lahey, 1931; McGee ef al, 1959; Taylor, 1975, Wilson & Jefferson, 1983;

Joffe, 1990; Ramalho, 1995).
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Diminuigdo da capacidade intelectual, redugdo da atividade reflexa, deéficit de
aprendizado e condicionamento, apatia e depressio sdo frequentes no hipotireoidisma. Néo
obstante, os hormonios tireoideanos em excesso podem também provocar depressdo.
Quando associados a antidepressivos triciclicos, potencializam os seus efeitos, acelerando o
desaparecimento dos sintomas da depressio. Pacientes imcialmente refratirios ao
tratamento com antidepressivos classicos podem tornar-se sensiveis aos mesmos quando
tratados com baixas doses adicionais de hormobnio tireoideano (Prange et al, 1969, Earle,
1970; Weeatley, 1972). Desta forma, o aumento ou a redugdo do status tireoideano ndo
limita nem orienta em que sentido ocorrera determinada alteragdo, se em direcdo a
ansiedade, psicose e ativagdo da neurotransmissdo, ou s¢ em diregiio a apatia depressao e
embotamento sensortal (Ramalho, 1995).

Em mamiferos, os hormonios tireoideanos sdo transportados eficazmente atraves da
barreira hemato-encefalica, alcangando o SNC (Schreiber ef af, 1990). No periodo neonatal,
a exposigdo aos hormodnios tireoideanos acelera o desenvolvimento bioquimico e
fisiologico do sistema nervoso (Schapiro, 1966). Por outro lado, alteragdes anatomo-
morfologicos decorrentes da indugdio experimental ao hipotireoidismo sio em parte
determinadas pela auséncia da agdo indireta reguladora dos hormdnios tireoideanos na
sintese do hormdnio de crescimento (GH) e de diversos outros fatores de crescimento
(somatomedinas, fator de crescimento epidermal, fator de crescimento neural). No entanto,
os principais efeitos na diferenciagio dos tecidos, na remodelago dssea e na maturagdo do
SNC sdo diretamente dependentes dos horménios tireoideanos (Green, 1989, Berne &

Levy, 1993).
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Em diversas espécies, verifica-se que o hipotireoidismo determina hipoplasia dos
componentes axonal e dendritico dos neurdnios corticais com redugdo no nimero de
terminagdes sinapticas e na densidade dos neurdnios corticais. Reduz-se a probabitidade de
interagdes axo-dendriticas (Eayrs, 1960, Balazs ¢f af, 1968, Dussault & Ruel, 1987, Green,
1989; Berne & Levy, 1993).

Alteragdes no metabolismo dos oligodendrocitos, juntamente com redugdo da
superficie neuronal disponivel para a mielinizagiio, reduzem a disponibilidade de mielina
sobre os axdnios de ratos hipotiredideos (Balzs ef af, 1969). As modificagdes do processo
de mielinizagdo, contribuintes para a redugdio do didmetro das fibras neurais, estdo
associadas a redugdio na velocidade de sintese de galactosil-sialil-transferase, enzima
importante para a sintese de mielina. A diminui¢do da sintese de enzimas essenciais &
geracdo de emergia, como a succinato-desidrogenase torna mais lenta a velocidade de
condugdo dos impulsos nervosos, comprometendo desta forma a sensibilidade e a atividade
reflexa (Norton, 1975, Sidentus et af, 1987, Green, 1989, Berne & Levy, 1993),
Conjuntamente, estas modificagdes influem na adaptabilidade do individuo as exigéncias
do seu meto interno ou do meio ambiente, prejudicando sua homeostase e colocando em
risco a sua sobrevivéncia em situagdes extremas.

A transdugio do sinal dos horménios tireoideanos € mediada por proteinas nucleares
especificas que pertencem & superfamilia de reguladores da transcrigio. Além dos
receptores especificos para tri-iodotironina (T3), sdo integrantes dessa superfamilia os
receptores para os hormonios esterdides (estrogeno, progesterona, mineralocorticoides,

glicocorticoides), formas hormonais das vitaminas A e D, ativadores peroxissomars € varios
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“receptores Orfios” cujos ligantes especificos ainda estio mal definidos (Timiras &
Nzekwe, 1989, Glass & Holloway, 1990; Brinkmann, 1994, Jameson & Degroot, 1995).

A ligagdo do T3 a receptores nucleares inicia a seqiiéncia de eventos bioquimicos que
resultam nas ag¢des dos hormémnios tireoideanos (Oppenheimer ef af, 1987, Brent er af,
1991; Jameson & Degroot, 1995). Tecidos come figado, rim, coragdo, hipofise e cérebro
s30 altamente responsivos a0s hormonios tireoideanos, e isto se corrobora com a riqueza de
receptores nucleares especificos para T3 nestes orglos.

Estudos conduzidos a partir da avaliagdo da concentragio plasmatica de T3 e T4, apos
a oferta dos deis hormdnios marcados com isotopos diferentes, deram suporte a sugestdo de
que o pool de T4 circulante atuaria como um reservatorio sujeito a regulagdo, cuja meta
seria o fornecimento de substrato para a produgdo final de T3, o hormdnio ativo (Larsen,
1989). Crantz & Larsen (1980) verificaram que no cérebro pelo menos 70% do T3 nuclear
endogeno era proveniente da deiodinagdo local de T4, sendo irrelevante quanto do
hormonio ativo (T3) tenha sido oferecido. Esta deiodinagdo €, portanto, essencial para
garantir o aporte de T3 ao cérebro ¢ a hipofise em situa¢des de hipotireoidismo.

Muitas das informagdes obtidas sobre a atividade pré-sinaptica de neurdnios partiram
de estudos que procuraram correlacionar as alteragdes da fungdo tireoideana com a sintese,
metabolismo ou com o furnover de neurotransmissores em homogeneizados de cérebro ou
em nicleos especificos. Sdo amplas as evidéncias de interagdc entre os hormonios
tireoideanos e a transmissfio monoaminérgica cerebral (Ito et al, 1977, Gross ef af, 1980,
Mason et af, 1987; Sandrini ef al, 1991, Tejani-Butt et al, 1993; Tejani-Butt & Yang, 1994,

Ramalho, 1995).
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2.2, Tiredide, sistema renina-angiotensina-aldosterona e apetite por

sodio

Estudos anteriores reportaram uma redugdo da aversic por NaCl em ratos
hipotiredideos portadores de hipertensdo € um aumento do apetite por sodio em diferentes
modelos experimentais (Fregly e cols, 1961; Fregly, 1962; Fregly & Taylor, 1964; Taylor
& Fregly, 1964, Fregly & Rowland, 1985, Belld & Covian, 1988, 1991). Entretanto,
persistem as controversias relativas ao mecanismo fisiologico responsavel pelo apetite por
sodio considerando-se que no hipotireoidismo a expressio génica, a sintese e liberag8o dos
componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona (e g angiotensinogénio, renina,
enzima conversora de anglotensina, angiotensina II ¢ aldosterona) encontram-se deprimidas
(Saruta e cols, 1980; Bouhnik e cols, 1981, Montiel ef af, 1982; Fregly & Rowland, 1985,
Arlot et al, 1988, Jiménez ef af, 1988, 1991, Marchant ¢t a/, 1993; Costerousse et af, 1994,
Asmah er al, 1997; Yegin et af, 1997). Ademais, a densidade de receptores de angiotensina
Il softe altera¢des ne hipotireoidismo. Um aumento da expressiio de receptores AT2 foi
registrado no coragdo, figado, rim e adrenal Por outro lado a densidade de receptores AT
revelou-se inalterada (Marchant ef al, 1993). Neste estudo ndo foi investigada a influéncia
do hipotirecidismo na densidade de receptores cerebrais de angiotensina I Estudos de
varios autores tém implicado o envolvimento de receptores AT! na expressiio do
comportamento apetitivo por soédio através da administragio central de antagonistas
especificos desses receptores (Beresford & Fitzsimons, 1992, Galaverna e¢f af, 1996,

Fitzsimons, 1998). Essas alteracdes tém sido relatadas concomitantemente a observag@o de
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baixa expressio génica e reduzida liberagio basal e estimulada de peptideo natriurético
atrial (ANP) no hipotireoidismo (Kohno ef a/, 1986; Gardner et a/, 1987, Ladenson et a/,
1988, Vesely ef a/, 1989, Wong et al, 1989, Hwu et af, 1993; Zamir ef al, 1993; Yegin ef
af, 1997) e paralelamente a uma menor capacidade de reabsorgdo wbular proximal de sodio
(Vaamonde ¢f al, 1975, Zimmerman e/ af, 1988). Embora ambos os sistemas homeostaticos
de controle da excrecde de sodio, reguladores em sentidos opostos, estejam afetados,
conclui-se que se desenvolve uma prevaléncia do comprometimento do sistema renina-
angiotensina-aldosterona no hipotireoidismo do rato e do homem. Similarmente, ratos
adrenalectomizados também desenvolvem um balang¢o negativo de sodio. Assim, apesar de
aspectos ambiguos estarem cnvolvidos na participagdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona sobre 0 comportamento apetitivo por sodic em ratos adrenalectomizades, ha
evidéncias que indicam este envolvimenta (Stockigt, 1993; Fitzsimons, 1986; 1998,
Weisinger ef al, 2000).

Alguns estudos sugerem o envolvimento de receptores AT localizados dentro da
barreira hemato-encefalica na expressio do comportamento apetitivo por sodio, por
intermédio da admumstracio central de antagonistas especificos para estes receptores
(Beresford & Fitzsimons, 1992; Galaverna ef af, 1996; Fitzsimons, 1998).

Evidéncias de que a mediagZo central do apetite por sodio induzido pela angiotensina
11 é dependente de angiotensina IT gerada centralmente foram obtidas por Sakai & Epstein
(1990). Neste estudo demonstrou-se que a ingestiio de NaCl em ratos adrenalectomizados ¢
inibida pela inje¢dio intracercbroventricular (icv) de antagonista da angiotensina I e ndo
pela sua infusdo intravenosa. Achados experimentais de Rowland ef af (1996b) sugerem

que losartan, um antagonista competitivo de receptores AT1. quando administrado
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sistemicamente possui baixa capacidade de atingir areas cerebrais localizadas dentro da
barreira hemato-encefilica, e seu metabohito mais ativo, o EXP3174, por sua vez, ¢ capaz
de transpor mais facilmente esta barreira. Este trabalho sugere ainda a existéncia de vias
ndo angtotensinérgicas neurais com aferéncia para os nicleos supra-optico (SON) e
paraventricular (PVN), provavelmente originados de barorreceptores. Confrariamente,
recentes trabathos relataram evidéncias funcionais de que antagonistas angiotensinérgicos
AT1 permeiam a barreira hemato-encefalica em ratos Assim, losartan ¢ seu metabdlito
EXP3174, mais ativo, atravessam a barreira hemato-encefilica apds administragdo per os,
intra-gastrica ou sistémica (Li ef af, 1993, Zhuo ef o/, 1994, Polidori er al, 1996.; 1998;
Weisinger et «f, 1997) e bloqueiam os receptores ATI1, antagonizando as ag¢bes da
angiotensing IT gerada em neurdnios localizados dentro ou fora da barreira hemato-
encefalica. Estudos paralelos evidenciaram que o orgdo subfornicial (SFQ) e o organum
vasculosum laminae terminalis (OVLT), localizados fora da barreira hemato-encefalica sdo
as estruturas provavelmente envolvidas na mediagido da ingestio hidrica e do apetite por
sodio induzido pela deple¢iio hidrossalina e em outros paradigmas indutores de perda renal
de sodio ou de gera¢fio sistémica de angiotensina II (Weisinger ef al, 1990, Thunhorst &
Fitts, 1994; lyer er al, 1995, Thunhorst, 1996; Rowland e af, 1996a, Lane ef a/, 1997,
McKinley et al, 1997, Fitzsimons, 1998, Thunhorst et af, 1998, Culman er a/, 1999).
Baixas doses de captopril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA),
administrado sistemicamente ou adicionado & ra¢do, e ainda a dgua de beber estimulam o
apetite por sddio Neste paradigma cxperimental, um aumento da concentragio de
angiotensina [ circulante ¢ a atenuagdo do feed-back negativo determinado pela

angiotensina Il na produgéo de remmna sio observados. Adicionado a isto, captopril em



baixas doses ndo seria capaz de inibir a ECA cerebral, apenas a sistémica. Esta condigiio
induz um aumento da disponibilidade e captagdo de angiotensina 1 pelo cérebro, seguido de
sua conversao a angiotensina II e aumento da expressdo do apetite por sédio, sem alterar a
ingestdo de agua (Fregly, 1980; Elfont e/ af, 1984, Fitzsimons, 1986, 1998).

O estudo do comportamento apetitivo por sodio € certamente um importante ponto a
ser relevado no que concerne as alteragdes observadas no balango hidro-eletrolitico e
cardiovascular de ratos com hipotireoidismo. Ndo ha atualmente relatos que tratem da
avaliagdo da capacidade de resposta ao estimulo natnorexigénico de baixas doses de
captopril em ratos hipotiredideos.

Considerando que os dois sistemas hormonais que controlam opostamente o apetite
por sodio encontram-se deprimidos no hipotireoidismo, objetivamos inicialmente
estabelecer os miveis de ingestio espontdnea de agua e NaCl 1,8% em ratos eutiredideos e
tornados hipotiredideos com metimazol Em seguida investigamos a capacidade dos
mesmos responderem ao tratamento com baixas doses de captoprl Adicionalmente
avaliamos a influéncia da administragiio da aldosterona sobre o apetite por sédio antes e
durante ¢ tratamento com captopril. Em seguida investigamos a ingestdo aguda provocada
pela deplecdo de sodio e dgua através do tratamento com furosemida combmada a baixa
dose de captopril Numa investigagio seguinte, o apetite por sodio foi avaliado em ratos
hipotiredideos submetidos a privagdo de agua, sodio e alimento por periodo de 16 horas.
Para aferir a participagfo dos receptores AT1 no apetite por sodio, losartan, um antagonista
de receptores angiotensinérgicos ATI, foi administrado previamente a apresentagfio de
dgua e NaCl 1,8%, através de administragio sc nos estudos agudos ou adicionado a ragio,

simultaneamente & oferta de tluidos, nos estudos ¢ronicos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais utilizados e inducfio de hipotirevidismo

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 235 ¢ 255 g, adquiridos da
Fundagio Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro ¢ criados em condigdes padronizadas com controle
de ciclo claro-escuro de 11 horas de escuro por 13 de luz. O hipotireoidismo foi induzido
atraves da adigdo de metimazol 0,05% (Eh Lilly do Brasil) na agua de beber. Os animais
foram utihzados nos estudos apds 30 dias de iniciado o tralamento com metimazol, tempo
minimo necessario para indugio ao hipotireoidismo através da metodologia utilizada. Para
manuten¢do da condicdo de hipotireoidismo, aos animais era oferecido metimazol na agua

de beber, na mesma concentragdo durante todo o periodo do experimento.

3.2. Material utilizado

Ambos os grupos, eutiredideos e hipotireoideos, foram acondicionados em gaiolas
coletivas para 3 animais cada e receberam ragio, agua e solugio de NaCl 1,8% add /iditum,

durante todo o tempo que antecedia a observagao experimental.
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Aproximadamente 10 dias antes de iniciar 0 experimento propriamente dito, os
animais eram transferidos para gaiolas metabolicas individuais equipadas com dois
bebedouros volumetricos onde recebiam agua e solugio de NaCl 1,8%, ¢ ainda ragio no
comedouro (Fig. 1). Permaneciam nestas gaiolas durante todo o periodo de coleta dos
dados Os ratos hipotireoideos tinham metimazol a 0,05% acrescido ao bebedouro de agua,
0 que ndo interferia no volume ingerido de agua, visto que a droga ndo possul sabor

aversivo para os ratos.

)

C
— ]

Figura 1, Gaiola metabdlica utilizada no experimento. Visdo lateral e posterior.
(Figura gentilmente confeccionada por Luis Felipe Souza da Silva).

3.3. Procedimentos experimentais

3.3.1. Avaliacdo do apetite espontdneo por sidio em ratos
hipotiredideos
Para atestar a manifestacdo espontinea do apetite por sodio (NaCl 1,8%), ratos

hipotiredideos e eutiredideos (n = 12 para cada grupo) foram previamente adaptados a
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gaiolas metabdlicas e posteriormente submetidos & avaliagio da ingestdo diaria de agua e

s6dio por um periodo maximo de aproximadamente 60 dias.

3.3.2. Avaliacde do apetite espontineo por sodie em ratos

hipotiredideos submetidos a baixas doses de captopril

Doze animais hipotiredideos e doze eutiredideos foram submetidos ao tratamento
com captopril (Bristol-Myers Squibb do Brasil) 1,0 mgg de ragio” durante 4 dias e
avaliou-se a ingestdo diaria de agua, sodio e produgdo diaria de urina antes, durante ¢ apos

O tratamento.

3.3.3. Avaliacdo do apetite por sodio em ratos hipotiredideos tratados

com aldosterana antes ¢ durante tratamento com captopril

Ratos hipotiredideos e eutiredideos foram tratados com o mineralocorticoide
aldosterona (SIGMA) (100 ug-kg, sc) durante 8 dias (dia 60 ao dia 67). A partir do dia 63
0s grupos receberam concomitantemente captopril (1,0 mg-g de ragio™) por periodo de 9
dias (dia 63 ao dia 72). Foi avaliado o comportamento ingestivo de dgua e sodio, além das

flutuagdes de praducio diaria de urina, comparada com os parametros anteriores.
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3.3.4. Avaliacdo do apetite por sédio em ratos hipotiredideos tratados

com losartan seguido da administra¢lo de captopril

Para a avaliag3o crnica do envolvimento dos receptores angiotensinérgicos AT1 no

receberam NaCl 1,8%, agua e ragio ad lLbitum, durante todo o tempo e a seguir foram
tratados com losartan potassico (antagonista de receptores AT1, Merck Sharpe & Dohme)
nas doses de 1,0, 2,0 e 4,0 mg-g de ra@:’io'l, respectivamente nos dias 60, 63 e 66 dias apos o
tniciado o tratamento com metimazol Para investigar a influéncia da resposta
natriorexigénica induzida pelo aumento da disponibilidade cerebral de angiotensina I, baixa
dose de captopril foi adicionada & racdo na proporcio de 1,0 mg-g de ragdo”’, 9 dias apos o

inicio do tratamento com losartan.

3.3.5. Avaliacdo do apetite por sédio em ratos hiopotiredideos tratados

com captopril seguido da administragdo de losartan

Em outra séric de estudos, ratos eutiredideos e hipotiredideos com 30 das de
tratamento com metimazol foram tratados com captopril e 4 dias apos, losartan foi

simultaneamente suplementado a ragio na dose de 1,0 mg-g de ragio
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3.3.6. Avaliagio aguda e crénica do efeito do losartan sobre o apelite
por sodio em ratos hipotiredideos previamente depletados de dgua e sodio

pelo tratamento com furosemida associada a captopril

Para avaliar o apetite por sodio induzido agudamente foi utilizado paradigma
experimental no qual ratos eutiredideos e hipotiredideos (n = 12 para cada grupo) foram
tratados com furosemida (Lasix, Hoechst Marion Roussel) (10,0 mgkg™, sc) e captopril
(5,0 mg-kg”, s¢) e mantidos sem agua e NaCl 1,8% por 1 hora, segundo descrigdo feita por
outros autores (Fitts & Masson, 1989; Menani ¢f af, 1996). Qutros dois grupos de 12
animais hipotiredideos ¢ eutiredideos receberam administra¢do subcutinea de losartan
potassico (20,0 mg-kg'l), dissolvido em solucgdo salina fisiologica, trinta minutos antes da
reapresentacdo dos liquidos aos animais. Decormido este periodo, agua e solugdo de NaCl
1,8% foram reapresentados aos animais ¢ a ingestdo avaliada por periodo de 120 minutos a
intervalos de 30 minutos, para investigagio do comportamento ingeslivo agudamente,

Para a avaliagdo cronica, os mesmo animais foram mantidos nas gaiolas metabdlicas
por 24 horas ap6s 2 reapresentagdo dos liquidos, recebendo alimento apenas as 17 horas, €
sendo reavaliados as 9 horas do dia seguinte. Ao final das 24 horas os volumes de ingestdo
total no periodo foram comparados aos valores de ingestdo de agua e sodio obtidos em

periodos de 24 horas anteriores ao tratamento com furosemida e captopnl (Fig. 2).
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Figura 2. Escala temporal das avaliagdes cronicas e aguda do efeito do losartan sobre o
apetite por sodio e ingestdo de agua em ratos hipotiretideos e eutiredideos tratados com
captopril (5 mgkg', sc) e furosemida (10 mg'kg”, sc).

3.3.7. Avaliacdo aguda e crinica do efeito do losartan sobre o apetite
por sodio em ratos hipotiredideos previamente depletados de dgua e sddio

pela privacde hidrossalina e alimentar prolongada

Em outra paradigma experimental, ratos eutiredideos e hipotiredideos (n = 12 para
cada grupo) foram privados de agua, NaCl 1,8% e ragdo por 16 horas (desde as |7 horas do
dia anterior as 9 horas do dia do experimento). Passado este periodo, os animais receberam
(as 9 horas da manhi) agua e NaCl 1,8% ¢ se iniciou a colheita dos dados para a avaliagdo
aguda, a intervalos de 30 e 60 minutos, totalizando 300 minutos de observagio. Os fluidos
foram fornecidos simultaneamente em bebedouros graduados e a ingestdo avaliada
cumulativamente e expressa em mL-100 g de peso corporal’. Trinta minutos antes da
reapresentagio de liquidos, dois outros grupos de 12 animais hipotireoideos e eutiretideos

foram tratados com a administragio subcutanea de losartan (20,0 mg-kg!).
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Da mesma forma que no protocolo anterior, para a avaliagio cronica, 0s mesmos
animais foram mantidos nas gaiolas metabolicas por 24 horas apds a reapresentagio dos
liquidos, recebendo alimento apenas as 17 horas, e sendo reavaliados as 9 horas do dia
seguinte. Ao final das 24 horas os volumes de ingestio total no periodo foram comparados
aos valores de ingestdo de dgua e sodio obtidos nas 24 horas que antecederam o inicio da
privagdo hidrossalina (Fig. 3).
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Figura 3. Escala temporal das avaliagdes cronicas e aguda do efeito do losartan sobre o
apetite por sodio e ingestdo de agua em ratos hipotiredideos e eutiredideos privados de
agua, sodio e alimento por 16 horas.

3.3.8. Avaliagdo dos niveis de T4 total e TSH em animais tratados com

metimazol

Previamente, um experimento piloto utilizando 12 ratos foi realizado a fim de
atestar a eficicia da utilizagda de metimazol 0,05% na 4gua de beber ma indugdo
experimental do hipotireoidismo. Ao finat de 30 dias de indugdo, amostras de sangue foram
colhidas da veia cava caudal apos anestesia feita com éter etilico para determinagio da

concentragio plasmitica de T4 total e TSH.
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Para atestar o hipotireoidismo induzidoe nos animais utilizados no experimento, ao
final dos trabalhos, amostras de sangue foram colhidas aleatoriamente destes animais. Os
niveis plasmaticos de T4 total ¢ TSH foram determinados no plasma atraves da técnica de

radioimunoensaio através da utilizagio de kits comerciais (Abbot do Brasil, Campinas-SP).

3.4. Anilise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através de ANOVA e
posteriormente pelo teste de 7 de Student. Os valores médios de volume de fluidos ingeridos

foram comparados entre diferentes tratamentos e condi¢des experimentais, sendo o nivel de

significincia estabelecido em 5%.



4. RESULTADOS

4.1, Avahliacio dos niveis de T4 total ¢ TSH em animais tratados

com metimazol

O tratamento com metimazol por um periodo de indugdo minimo de 30 dias
determinou niveis plasmaticos de T4 total e TSH compativeis com os resultados obtidos
por Ramalho (1995), utilizando o método classico de tireoidectomia para induzir
hipotireoidismo. O Tabela 1 ilustra os resultados obtidos com a avaliagio dos niveis
plasmaticos dos hormdnios em questdo apos 30 dias de iniciado o tratamento, comparado
aos animais utilizados no grupo controle. Na amostra composta por animais utilizados no
experimento, portanto com aproximadamente 60 dias de tratamento, os niveis plasmaticos
mantiveram-se estatisticamente iguais aos do dia 30.

Apds 30 dias de iniciado o tratamento com metimazol o ganho de peso corporal nido
ultrapassou 10% no grupo tratado, no entanto o5 animais do grupo controle apresentaram

ganho de peso freqlientemente superior a 30%, decorrido o mesmo periodo.
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Tabela 1. Efeito do tratamento com metimazol a 0,05% na agua de beber ad /ibitum sobre
0s nivets séricos de T4 total e TSH de ratos machos, apos 30 dias de tratamento.

Grupo experimental T4 total (ug/dL) TSH (ng/mlL.)
Controle (n=12) =40 <1,5
Tratado com metimazol (n=12) <1,2 »25,0

4.2. Avaliacio do apetite por soédio espontinec em ratos

hipotiredideos

Os ratos hipotiredideos exibiram um apetite por sodio espontdneo durante todo o
periodo de avaliagdo, significativamente maior que o dos ratos eutiredideos, enquanto que a
ingestdo hidrica foi sempre menor que a dos controles (Fig. 4.) (eutiredideos, agua, 10,3 +
0,5 mL; NaCl, 0,4 + 0.3 mL versus hipotiredideos, agua, 6,8 £ 0,8 mL, NaCl, 2.8 + 0,6 mL,
no 37° dia, pos-tratamento com metimazol). A ingestdo de NaCl dos ratos tratados com
metimazol intensificou-se gradualmente atingindo niveis superiores a 10,0 mL-100 g de

peso corporal’ a partir do 45° dia de tratamento com metimazol (Fig. 9).
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Figura 4. Volume de ingestio espontdnea diaria de agua (quadrados) e sddio (circulos) em
ratos eutiredideos e hipotiredideos com 30 dias de tratamento com metimazol 0,05% na
agua de beber. *P<0,05 comparado aos ratos eutiredideos.
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Figura 5. Produgio espontinea didria de urina em ratos eutiredideos e hipotiredideos com
30 dias de tratamento com metimazol 0,05% na agua de beber.
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No mesmo periodo, o volume de urina produzido diariamente ndo diferiu
significativamente entre os grupos (Fig. 5). Com o decorrer do experimento, por volta de 45
a 50 dias do inicio do tratamentoe com metimazol o volume diario de urina produzido pelos
animais hipotiredideos acompanhou as variagdes decorrentes do aumento da ingestdo de

sodio.

4.3. Avaliacdo do apetite por sédio em ratos hipotiredideos

submetidos a baixas doses de captopril

Ratos eutiredideos tratados com captopril em baixas doses apresentaram um
aumenio da ingestdo de NaCl 1,8% (Fig. 6) que alcangou pico de 11,9 = 1,1 mL no quarto
dia de tratamento com captopril (dia 30, 0,5 + 0,2 mL).

Captopril

Ingestio diaria de NaCl 1,8%
(ml- 100 g de peso corporal")
-i
i

f -~ Ratos eutiredideos
—-@- Ratos hipotiredideos
1 L] 1 | ) 1 1 1 F 1 1 1 I T 1

27 28 29 30 31 32 33 34 35 368 37 38 39 40

Dias de tratamento com metimazol

Figura 6. Ingestao disria de sodio em ratos eutiredideos e hipotiredideos tratados com
captopril (1lmg'g de ragao”’ do dia 30 ao dia 34). *P<0,05 comparado com ratos
eutiredideos. #P<0,05 comparado ao dia 30
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A Figura 6 mostra que ratos hipotiredideos submetidos ao mesmo protocolo
apresentaram um significativo aumento na ingestdo de NaCl 1,8% no dia seguinte ao micio
do tratamento com captopril A ingestio de NaCl 1.8% pelo animais eutiredideos
ultrapassou os valores referentes aos animais hipotireoideos a partir do dia 32 até o término
do tratamento, quando os valores retornaram aos niveis basais.

Captopril em baixas doses aproximou os niveis de ingestio de agua dos animais
hipotiredideos aos valores dos eutiredideos a partir do dia 31, mantendo esta semelhanga
estatistica por até dois dias apos a mterrupgdo da administragdo de captopril, quando a
ingestio de agua voltou aos valores anteriores. A ingestdo hidrica dos animais eutiredideos

nio foi afetada significativamente (Fig. 7).
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Figura 7. Ingestio diaria de agua em ratos eutiredideos e hipotiresideos tratados com

captopril (Img g de ragio” do dia 30 ao dia 34). ¥P<0,05 comparado com ratos
eutiredideos. #P<0,05 comparado ao dia 30.
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A producdo diaria de urina se elevou em ambos os grupos, acompanhando as
variagGes na ingestio de NaCl 18% dos grupos correspondentes Diferengas entre os
grupos nio foram observadas. Apos a interrupgio houve retorno aos valores basais (Fig. 8).

Numa avaliagdo dos efeitos do tratamento com captopril em animais hipotiredideos
nos dias subseqiientes 4 interrupgio do tratamento, comparativamente a animais
hipotiredideos nd3o tratados, observamos que o tratamento com captopril antecipou
significativamente o estabelecimento dos niveis elevados de ingestdo didria de NaCl 1,8%

(Fig. 9).

Captopril
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Figura 8. Produgio diaria de urina em ratos eutiredideos e hipotiredideos tratados com
captopril (1mg:g de ragio” do dia 30 ao dia 34), #P<0,05 comparado ao dia 30.

A Figura 9 ilustra ainda que, apds a interrup¢do do tratamento com captopril a

ingestdo diaria de NaCl 1,8% decaiu gradualmente até o dia 42 e a partir dai comecou a
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aumentar atingindo valores médios de 10,0 + 0,9 a 13,9 + 1,0 mL entre 48 e 60 dias pos-
tratamento com metimazol.

O tratamento com captopril elevou de forma mais discreta, porém significativa a
ingestdo hidrica (dia 36, 9,3 + 0,6 mL vs dia dia 32, 6,9+ 0,6 mL} (Fig. 9).

Os ratos hipotireoideos ndo tratados com captopril tambem alcangaram patamares
de ingesta de NaCl 1,8% acima de 10,0 mL mas apenas a partir do dia 56 e numa curva
ascendente menos pronunciada que aquela exibida pelos hipotiredideos tratados com
captopril. A aferi¢io diaria do apetite por sodio em ambos os grupos foi feita até o dia 60

pos-tratamento com metimazol (Fig. 9).
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Figura 9. Ingestio diaria de dgua (quadrados) e sodio (circulos) em ratos hipotiredideos

tratados com captoprl (1 mg'g de racgo” do dia 32 ao dia 36). *P<0,05 comparado aos
controles. #P<0,05 comparado ao dia 34.
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4.4. Avaliaciio do apetite por soédio em ratos hipotiredideos tratados

com aldosterona antes e durante tratamento com captopril

A figura 10 mostra que nos animais hipotiredideos a admimstragio de aldosterona
reduziu drasticamente a ingestdo de NaCl 1,8%, (dia 61, 7,3 + [,6 mL vs dia 60, 14,4 + 1,3
ml) e atenuou a resposta natriorexigénica induzida pela administragio concomitante de
baixa dose de captopril. A interrup¢do do tratamento com aldosterona provocou uma
elevacdo da ingestdo de sal, que atingiu valores de 20,2 £ 1,9 mL, 5 dias apds e retornou
gradualmente aos niveis anteriores apds a remoc¢do do captopril. A administragio de
aldosterona a ratos eutiredideos ndo afetou a expressdo dos baixos indices de ingestio de
sal, mas atenuou a resposta natriorexigénica ao captopril. Por outro lado, a interrupgiio da
administragio de aldosterona induziu uma resposta ingestiva de sal que alcangou pico de
10,7 + 0,95 mL, 4 dias apos, enquanto que nas mesmas condigdes os rates hipotiredideos
atingiram 18,7 + 1,8 mL.
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Figura 10. Ingestdo diaria de sodio em ratos eutiredideos ¢ hipotiredideos tratados com
aldosterona (100 p.g-kg", sc, do dia 60 ao dia 67) combinado posteriormente a
administragdo de captopril (1 mg-g de ragio 1 do dia 63 ao dia 72). ¥P<0,05 comparado aos
Tatos eutiredideos. #P<0,05 comparado ao dia 60.
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Figura 11, Ingestdo diaria de agua em ratos eutiredideos e hipotireoideos tratados com

aldosterona (100 pg-kg , sc, do dia 60 ao dia 67) combinada posteriormente a
administracdo de captopril (1 mgg de ragio ' do dia 63 ao dia 72). *P<0,05 comparado aos
ratos eutireddeos.

A ingestdio de agua ndo foi alterada, mantendo-se estatisticamente semelhante

durante todo o protocolo, preservando apenas as diferengas entre os grupos (Fig. 11).

4.5. Avaliagdo do apetite por sédio em ratos hipotiredideos tratados

com losartan seguido da administraciio de captopril

A adig#o de losartan  ragdo na dose de 1,0 mg'g de ragdo™ reduziu a ingestdo de
NaCl 1,8% em ratos hipotiredideos, com 60 dias de tratamento com metimazol (dia 60,

11,9+ 1,9 mL vs 6,1 £ 1,1 mL, 3 dias apds adi¢do de lesartan, 7 < 0,02). Mesmo apos
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aumentos da dose de losartan para 2,0 ¢ 4,0 mg'g de ragio” ndo se verificou reduciio da
ingestio de salina hipertdmica, ao contrario, a intensidade do apetite por sodio foi
retornando gradualmente aos niveis anteriores. A administragio simultinea de captopril e
losartan elevou a ingestdo de sodio, e apds a remogdo do captopril a ingestdo de sodio

reduziu para valores estatisticamente ndo diferentes das médias pré-tratamento (Fig. 12).
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Figura 12, Ingestio diaria de 4gua (quadrados) e sodio {circulos) em ratos hipotiretideos
tratados com losartan (1, 2 e 4 mg'g de ragio” dos dias 60-63, 63-66 ¢ 66-79,
respectivamente) e captopril (1 mg-g de ragio’ do dia 69 ao dia 75). *P<0,05 comparado ao
dia 60. #P<0,05 comparado ao dia 75. ®P<0,05 comparado ao dia 69.
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4.6. Avaliagio do apetite por sédio em ratos hipotiredideos tratados

com captopril segnido da administracio de losartan

A figura 13 mostra que ratos eutiredideos e hipotiredideos com 30 dias de
tratamento com metimazol receberam captopril (1,0 mg-g de ragio') ¢ apresentaram
significativa resposta natriorexigénica, alcangando o pico aos 4 dias de iniciado o
tratamento. Neste momento 0s animais receberam losartan adicionado a ragio (1,0 mg-g de
ragio™'). Em ambos os grupos, losartan, ainda que associado a captopril, blogueou o efeito
deste, fazendo os valores de ingestio de NaCl 1,8% retornarem aos niveis anteriores ao

inicio do tratamento (dia 30).
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Dias de tratamento com metimazol

Figura 13, Ingesido diaria de sodio em ratos eutiredideos e hipotiredideos tratados com
captopril (1 mg-g de ragio” do dia 30 ao dia 45) associado 4 administragio de losartan (|
mgg de ragdo” do dia 34 ao dia 45). *P<0,05 comparado aos ratos eutiredideos. #P<0,05
comparado ao dia 34.
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Observamos ainda nesta figura que a partir do dia 39 os animais hipotiretideos
intensificaram sua resposta natriorexigénica, com estes valores aproximando-se dos
patamares alcangados por ratos hipotiredideos aos 45 a 50 dias de tratamento com
metimazol, conforme observado na Figura 9.

No dia imediatamente apos o inicio do tratamento com captopril, a ingestdo hidrica
se elevou suavemente, mas de forma estatisticamente significativa. A adi¢iio de losartan a
ragdo nZo interferiu na ingestio de dgua, apenas intensificou as diferengas entre os grupos

(Fig. 14).
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Figura 14. Ingestfo diaria de dgua em ratos eutiredideos e hipotiredideos tratados com

captopril (1 mg-g de ragao™ do dia 30 ao dia 45) associado & administraciio de losartan (1

mg'g de raq:ﬁo'] do dia 34 ao dia 45). *P<0,05 comparado aos ratos eutireoideos. #P<0,05

comparado ao dia 30.
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A produgio didria de urina também se elevou com o tratamento com captopril e
reduziu apds o inicio do tratamento com losartan, acompanhando ndo estreitamente os

volumes de ingestéo da NaCl 1,8% (Fig. 15).
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Figura 15, Produgio didria de urina em ratos eutiredideos e hipotiredideos tratados com
captopril (1mg'g de ragao™ do dia 30 ao dia 45) associado a administragdo de losartan (1
mg-g de ragio ' do dia 34 ao dia 45). *P<0,05 comparado com ratos eutiredideos. #P<0,05

comparado ao dia 30.

4.7. Avaliacdio aguda e cronica do efeito do fosartan sobre o apetite
por sodio em ratos hipotiredideos previamente depletados de agua e sédio

pelo tratamento com furosemida associada a captopril

Agudamente, a ingestdo de 4gua induzida pela deplecio hidrossalina foi

significativamente maior entre 05 ratos eutireoideos durante todo o fempo,
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comparativamente aos hipotiredideos (eutiredideos, 2,8 + 0,2 mL versus hipotiredideos, 2,0
£ 0,1 mL, £ < 0,01, aos 120 minutos) Ao contrario, a ingestdo de NaCl foi
significativamente maior, durante todo o tempo entre os ratos hipotiredideos (eutiredideos,
[,7 £ 0,2 mL versus hipotiredideos, 3,3 2 0,2 mL, P < 0,001, aos 120 minutos} (Fig. 16). Os

ratos hipotiredideos manifestaram preferéncia inicial por salina hipertonica e durante todo o

tempo exibiram maior ingesta de sal comparativamente ao volume de ingesta hidrica.
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Figura 16, Ingestdo acumulativa de agua (quadrados) e sédio (circulos), em ratos
eutireddeos ¢ hipotiredideos depletados de dgua e sodio através da administragio de
captopril (5 mgkg™, sc) e furosemida (10 mg-kg, sc) 60 minutos antes da reapresentagdo
de agua e salina 1,8%. *P<0,05 comparado aos ratos eutiredideos.

-

A administragio de losartan em ratos eutiredideos, como esperado, reduziu

significativamente a ingestio de dgua (Fig 17) (eutiredideos depletados controles, 2,8 1+ 0,2
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mL, versus eutireoideos depletados tratados, 0,6 £ 0,06 mL, £ < 0,0001) e NaCl {Fig. 16)
(eutiredideos depletados controles, 1,7 £ 0,2 mL, versus eutiredideos depletados tratados,
0,4 + 0,07 mL., # < 0,0001) aos 120 minutos. Da mesma forma, a adminisiracio de losartan
reduziu drasticamente (niveis de significAncia variaram de P < 0,01 a P < 0,001) a ingesta
de agua (Fig. 17) e NaCl (Fig. 18) em ratos hipotiredideos durante os 120 minutos de

observacio,
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Figura 17, Efeito do tratamento com losartan (20 mg-kg™, sc, 30 minutos antes da
reapresenta¢io de agua e salina 1,8%) sobre a ingestio acumulativa de agua em ratos
eutiredideos e hipotiretideos depletados de dgua e sodio pela administragio de captopril (5
mgkg”, s¢) + furosemida (10 mgkg", sc) 60 minutos antes da reapresentagio de liquidos.
*#P<0,05 comparado aos grupos controles correspondentes, eutiredideos e hipotiredideos.
@P<0,05 comparado aos ratos eutiredtdeos controles. $P<0,05 comparado aos demais

ZTupos.
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Figura 18. Efeito do tratamento com losartan (20 mg'kg'l, sc¢, 30 minutos antes da

reapresentacio de dgua e salina 1,8%) sobre a ingestdo acumulativa de sédio em ratos
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eutiredideos e hipotiredideos depletados de agua e sddio pela administrag@io de captopnil (5

mg-kg™ sc) + furosemida (10 mg-kg ", sc) 60 minutos antes da reapresentacio de liquidos.

*#P<0,05 comparado aos grupos controles correspondentes, eutiredideos e hipotireoideos.
®P<0,05 comparado aos demais grupos.

Cronicamente, a deple¢do hidrossalina provocou uma ingestdo cumulativa de NaCl

superior em ambos os grupos ao tinal de 24 h (eutiredideos 24 h antes da deplegio, 1,9

0,4 mL versus entiredideos 24 h apos, 9,0 + 0,9 mL, P < 0,0001; hipotiretideos 24 antes,

14,2 + 1.2 mL versus hipotiredideos 24 h apds, 21,2 £ 1,9 mL, # < 0,01) e ingestdo de agua

significativamente maior entre o0s eutiredideos (eutiredideos 24 h antes da deplecio, 12,3

1,2 mL versus eutiredideos 24 h apos, 16,6 + 1,6 mL, P < 0,05). Por outro lado, 24 h apos a

administracio de losartan a ingestio de NaCl nfo diferiu, tanto entre os eutiredideos quanto

entre os hipotireoideos comparativamente aos ratos depletados ndo tratados com o
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antagonista AT1 (Fig. 19, Tabela 2). Nesta mesma condigéo, os ratos tratados com losartan,

em ambos 0s grupos, exibiram uma significativa redugio da ingestdo de agua.
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Figura 19. Influéncia do losartan (20 mg kg de peso corporal’, sc) sabre a ingestio diaria
de agua e sodio em ratos hipotiredideos e eutiredideos previamente tratados com captopril
(5 mg'kg!, sc) e furosemida (10 mg'kg”, sc). *P<0,001 comparado com ratos eutirebideos.
#P<0,05 comparado as primeiras 24 horas. ©P<0,05 comparado a eutiredideos e
hipotiredideos ndo tratados com losartan apos a deplegdo.
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Tabela 2. Ingestdo de agua e NaCl (mL 100 g de peso corporal™) em ratos eutiredideos e

hipotireoideos, depletados de agua e sodio, 24 horas apos tratamento com losartan {20,0
-1

mgkg ™, sc).

Tempo do tratamento

Grupo experimental 24 horas antes 24 horas depois
Ingestdo (mL/100 g) Ingestdo (mL/100 g}
Agua NaCl agua NaCl
Eutiredideos - controles 123412 1904 166+ 16 90109
Hipotiredideos - controles 72114 14212 9.7£09 21219
Eutireoideos - LOS 12710 12103 25+03™  75%13
Hipotireodideos - LOS 6708 143109 37+£07% 172423

*P < 0.001 comparado & hipotireoideos-controles 24 h apos deplegio. P < 0.02 comparado
a hipotiredideos-LOS 24 h antes da deplegiio. "/* < 0.0001 comparado a eutiredideos-

controles 24 h apds deplecio. ¥P < 0.0001 comparado a eutiredideos-1.OS 24 h antes da
deplegio.

4.8. Avaliagio aguda e cronica do efeito do losartan sobre o apetite
por sédio em ratos hipotiredideos previamente depletados de Agua e sodio

pela privacdo hidrossalina e alimentar prolongada

A privagio de agua, NaCl e alimente em ratos hipotiredideos foi uma paradigma
experimental que induziu uma intensa resposta natriorexigénica. A figura 19 mostra a nitida
aguda preferéncia por NaCl exibida pelos ratos hipotiredideos comparativamente aos
gutiredideos. A ingestdo de NaCl em ratos hipotiredideos foi sigmficativamente maior (P <
0,0001) que nos eutiredideos (eutiredideos, 1,6 £ 0,3 mL; hipotiredideos, 5,4 £ 0,5 ml., aos

120 minutos).
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Figura 20, Ingestio acumulativa de agua (quadrados) e sodio (circulos) em ratos
eutire6ideos e hipotiredideos privados de agua, sddio e alimento. *P<0,001 comparado aos
ratos eutirecmideos.
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Figura 21. Ingestio diria de 4gua e sodio em ratos eutiredideos e hipotireoideos
previamente depletados de agua e sodio através da privagio de agua, sodio e alimento por
16 horas. *P<0,05 comparado aos ratos eutiredideos.
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Neste comportamente motivado, ao final de 24 horas da reapresentacdo de agua e
NaCl 1,8%, os ratos eutiredideos preferencialmente repuseram volume hidrico e mais tarde
a concentra¢do de sodio nos liquidos corporais. Contrariamente, ratos hipotiredideos
expressaram maior ingesta de NaCl que de 4gua durante todo o periodo de observacio (Fig.
21).

Agudamente, a administragdo de losartan reduziu significativamente (P < 0,05) a
ingestdo hidrica (Fig. 22), igualmente, em ratos eutiredideos e hipotiredideos {eutiredideos,
1,7+ 03 mL vy 0.8 £ 0,3 mL; hipotiredideos, 2,2 + 0,5 mL vs 0,1 + 0,09 ml., aos 120

minutos).

Eutiredideos - Controles
4} Hipotire6ideos - Controles
4|7 Eutireéideos - Losartan !
—— Hipotiredideos - Losartan

Reapresentagio
2 de Agua e sdédio

ingestdo acumulativa de agua
(ml-100 g de peso corporal’)

—
¢

* -. * * ;_,_,———'—A
oAk

30 0 30 6¢ 90 120 150 180 210 240 270 300 330

Minutos

Figura 22. influéncia do tratamento com losartan (20 mg-kg”, se, 30 minutos antes da
reapresentagio de agua e salina 1,8%) sobre a ingestdo de dgua em ratos eutiredideos e
hipotiredideos previamente privados de 4gua, sodio ¢ alimento por 16 horas. *P<0,05
comparado aos demais grupos. #P<0,05 comparade aos ratos eutireoideos controles.
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Os ratos hipotiredideos foram particularmente muito sensiveis ao antagonista AT!
(eutiredideos, 2,5+ 0,3 mL vs 1,3 £ 0,5 mL, P < 0,05; hipotiredideos, 9,2 + 1,6 mL vs 1,6 -

0,4 mL, P < 0,001, aos 300 minutos) {Fig.23).

12.5

- Eutiredideos-Controles
-@- Hipotiredideos-Controles
10.0-|-/\ Eutiredideos-Losartan
—— Hipotiredideos-Losartan

Reapresentagao
de Agua e sadio

® <

2.5

Ingestdao acumulativa de NaCl 1,8%
(ml- 100 g de peso corporéf )

230 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330

Minutos
Figura 23. Influéncia do tratamento com losartan (20 mg-kg™, sc, 30 minutos antes da

reapresentacdo agua e salina 1,8%) sobre a ingestio de sodio em ratos cutireoideos e
hipotiredideos previamente privados de dgua, sodio e alimento por 16 horas. *P<0,05
comparado aos hipotiredideos controles. #P<0,03 comparado aos eutiretideos
controles. ®P<0 .05 comparado aos demais grupos.

A administragio de losartan reduziu drasticamente a ingestio de NaCl aguda (ao

final de 300 minutos) e cronicamente (ao final de 24 horas).

Ao final de 24 horas, os ratos eutiredideos tratados com losartan ainda apresentavam
reducdo significativa da ingestdo hidrica comparativamente aos ratos privados néo tratados
(eutireoideos ndo tratados, 19,6 £ 1,2 mL vs eutireoideos tratados com losartan, 13,9 + 0.9

mL, P < 0,001), mas inalterada ingestdo de NaCl. Por sua vez, os ratos hipotiredideos



53

tratados com losartan ndo alteraram a ingestdo de agua, mas exibiam ainda reduzida
ingestdo de NaCl (hipotiredideos ndo tratados, 19,3 £ 1,6 mL vs hipotiredideos tratados
com losartan, 12,9 + 1,0 mL., P < 0,01} Percebe-se que neste periodo, a ingestdo de sal dos
ratos hipotiredideos tratados com losartan encontrava-se ainda, em valores muito

superiores aos dos eutiredideos (Fig. 24; Tabela 3).
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Figura 24. Influéncia do losartan (20 mg'kg de peso corporal’, sc) sobre a ingestdo diaria
de agua e sodio em ratos hipotiredideos e eutiredideos previamente depletados de agua e
sodio por privagio hidroeletrolitica e alimentar de 16 horas. *P<0,001 comparado com
ratos eutiredideos. #P<0,05 comparado as primeiras 24 horas. ®P<0,05 comparado ao
grupo correspondente nfo tratados com losartan apos a deplegao.
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Tabela 3. Ingestdo de dgua e NaCl em ratos eutiredideos e hipotireéideos (mL 100 g de
peso corporal™) privados de dgua, NaCl e alimento, 24 horas apos tratamento com losartan
(20,0 mg/kg, sc).

Tempo do tratamento

Grupos 24 horas antes 24 horas depois
Ingestdo (mL/100 g) Ingestao {mL/100 g)
agua NaCl agua NaCl
Eutiredideos - controles 133£1.0 19+03 196+ 1.2% 23+£04
Hipotireoideos - controles 70+06 143112 74109 193 +1.6*
Eutiredideos - LOS 128+09 12+£03 139+09* 2606
Hipotiredideos — LOS 6908 144109 54+06 129+1.0°

*P < 0.05 comparado as 24 h anteriores & deplegio. “P < 0.01 comparado aos respectivos
controles, 24 h apos deplegdo.



5. DISCUSSAQ

O tratamento com metimazol fornecido ad [ibitum na agua de beber, na
concentragdo de 0,05% por um periodo minimo de 30 dias, se mostrou eficaz na indugio
experimental ao hipotireoidismo.

Os resultados do presente trabalho atestam o modelo experimental de adigio de
baixa dose de captopril 4 ragio em ratos eutiredideos como paradigma de indugido do
comportamento natriorexigénico (Elfont er af/, 1984, Fitzsimons, 1986, 1998). Por outro
lado, nossos dados concordam com observagdes feitas por outros autores (Fregly er o/,
1961; Fregly, 1962, Fregly & Taylor, 1964, Taylor & Fregly, 1964, Fregly & Rowland,
1985, Bello & Covian, 1988; 1991), utilizando diferentes paradigmas experimentais, de que
o hipotireoidismo em ratos provoca um exagerado apetite por sddio. Todavia, controvérsias
poderiam ser levantadas, uma vez que alguns destes autores utilizaram salina isotdnica em
seus experimentos, o que poderia induzir a interpretacdo de que o componente
palatabilidade, constitua um fator mais preponderante na ingesta por sal entre os ratos

hipotiredideos.
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Nossos resultados demonstram que ratos hipotiredideos respondem ao estimulo
natriorexigénico de baixa dose de captopril suplementado & ragdo. Considerando que no
hipotireoidismo a sintese dos componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona esta
deprimida é de se especular que os niveis plasmaticos de angiotensina I produzidos em
nosso modelo experimental, ainda que baixos, tenham representado um estimulo
suficientemente potente para indugfo da resposta natriorexigénica e mais discretamente um
aumento da ingestio hidrica. Estas observa¢des compelem-nos & admissdo da hipotese de
que no modelo de hipotireoidismo utilizado aqui o sistema angiotensinérgico cercbral
envolvido na media¢io do apetite por sodio possui um componente altamente sensivel aos
baixos niveis circulantes de angiotensina I.

A capacidade de converséio da angiotensina I em angiotensina II para a expressio do
apetite por sodio apos tratamento com baixas doses de captopril é possivelmente expressa
no 6rgdo subfornicial (SFQ) e no organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), locais
onde se identificou a presenga da enzima conversora de angiotensina (van Houten ef al,
1984; Mendelsohn ¢f al, 1984; Rauch & Schmid, 1999). Em nosso estudo assumimos a
hipotese, adicionalmente, de que ratos hipotiredideos preservam esta propriedade em
elevada sensibilidade central, considerando que o aporte de angiotensina [ circulante nesta
candicio experimental é inferior ao dos animais eutiredideos.

A acentuacio do apetite por sodio em animais hipotiredideos para valores superiores
a 10,0 mL-100 g de peso corporal’, somente a partir do 45° dia de tratamento com
metimazol, pode estar relacionado com a redugdo e/ou aumento da expressdo genica de
mediadores que possivelmente modulam a resposta natriorexigénica nestes animais. A

administragio de captopril aos 30 dias de tratamento com metimazol antecipoy ©
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estabelecimento de niveis de ingestio de NaCl 1,8% para valores acima de 10,0 mL-100 g
de peso corporal’ em relagio aos ratos hipotiredideos ndo tratados. Possivelmente, essa
resposta se deva a sensibilizagdo direta e/ou indireta do captopril a algum sistema regulador
do apetite por sodio, que predispGe o animal hipotiredideo, submetido ao tratamento prévio
com captopril, a desenvolver uma antecipagdo deste componente comportamental.

A atenvacdco da intensidade do apetite por sodio espontdneo e a reversdo parcial da
resposta natriorexigénica do captopril observada apds o tratamento com aldosterona
possivelmente significam que a elevagdo da concentragdo de sddio nos liquidos corporais
deprime a conversio de angiotensina I em angiotensina II e/ou a expressdo de receptores
ATl e a atividade angiotensinérgica cerebrais no hipotireoidismo.

A administragio de losartan em doses crescentes determinou respostas
completamente distintas do compartamento apetitivo por sodio. O tratamento com losartan
na dose de 1,0 mg'g de ragio’ bloqueou acentuadamente ¢ apetite por sodio espontinec cu
induzido por baixas doses de captopril. Por outro lado, a duplicagdo e quadruplicagdo desta
dose intensificaram a resposta natriorexigénica nestes animais. Possivelmente esta resposta
esteja relacionada a participagio de diferentes subtipos de receptores AT| com atividades
distintas, conforme sugerido por Liénard et af (1996), quando observaram que baixas doses
de losartan via intracerebroventricular (i.c.v.) € capaz de induzir respostas contrarias no
apetite por sodio de ratos submetidos a diferentes condigoes de déficit no balango do sédio
corporal. Outra hipdtese seria a possibilidade destes animais tornarem-se resistentes ao
blogueio dos receptores AT1. Esta hipotese poderia sugerir que ratos hipotireoideos
desenvolvem mecanismo alternativo de preservagdo da homeostase do sodio corporal

Curiosamente, a adi¢iio de captopril trés dias apés iniciado o tratamento com losartan na
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dose de 4,0 mgg de ragdo’ incrementou a resposta natriorexigénica obtida com o
tratamento anterior. A suspensio do tratamento com captopril reduziu os valores de ingesta
de sodio para niveis estatisticamente semelhantes aos observados anteriormente ao inicio
experimento. Isto reforca a hipotese da manifestagio de resisténcia ao bloqueio dos
receptores AT1.

Por ocutro lado, o efeito natriorexigénico do captopril foi reduzido pela
administragdo concomitante de losartan, o que sugere que no hipotireoidismo a
angiotensina II gerada centralmente participa da expressio do apetite por sédio. Como
antes mencionado, ¢sta resposta ¢ possivelmente dependente de mediagdo no SFO ¢ OVLT.
Em dois estudos representativos desta hipotese, demonstra-se que o apetite por sodio
induzido por multiplos paradigmas experimentais ou a administragdo sistémica de captopril
em baixas doses aumentavam a imuno-reatividade para c-fos no OVLT e SFO, e que o pré-
tratamento com um antagonista AT1 suprimia a expressio de c-fos (McKinley ef af, 1997,
Lane et a/, 1997). Por outro lado, altas doses de captopril intra-venosas inibem a expressdo
de c-fos no SFO ¢ OVLT (Pastuskovas & Vivas, 1997).

Por outro lado, em protocolos experimentais agudos, demonstramos no presente
estudo que tanto a deplecdio hidrossalina quanto a privagdo de agua, sodio e alimento em
ratos hipotiredideos induzem a um aumento do apetite por s¢dio dependente de atividade
angiotensinérgica cerebral mediada pela ativagio de receptores AT1.

A deplegiio de agua e sodio induzida pela furosemida associada ao aumento da
oferta de angiotensina I (ainda que seus niveis plasmaticos sejam mais baixos no
hipotireoidismo) ao cérebro, proporcionado pela administragio de baixa dose de captopril,

propiciou um aumento da ingestiio de NaCl 1,8% pelos ratos hipotireéideos.
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Na privag¢ao global de agua, sodic e alimento os ratos hipotiredideos exibiram um
padrio comportamental similar, todavia o volume de ingesta de NaCl 1,8% foi
extraordinariamente mator, quando comparado aos resultados da deplecao hidrossalina.

Apos 24 horas a agio do losartan ainda se manifestava nos ratos privados de agua,
sodio e alimento enquanto que os tratados com furosemida e captopril os niveis normais de
ingestdo de soddio ja tinham sido recuperados. Estes resultados sugerem que as agles do
losartan e posteriormente de seu metabolito mais ativo, 0 EXP3174 persistem por varias
horas afetando sinapses angiotensmergicas cerebrais envolvidas na mediagdo da resposta de
ingestao de NaCl 1,8%.

No hipotireoidismo, nio obstante a expressdo génica e a liberacdo provocada de
ANP estarem reduzidas, a tendéncia a hiponatremia reflete a depressdio global dos
compenentes do sistema remna-angiotensina-aldosterona associada a uma queda da taxa de
reabsorgdo tubular de sodio, o que leva a uma perda urinaria de sadio. E surpreendente, que
mesmo nessa condigdo (de baixos nivels plasmaticos de angiotensina I} os ratos
hipotiredideos tenham elevado a ingestdo de NaCl 1,8% acima dos niveis alcangados pelos
eutiredideos quando depletados ou privados. O balango negativo de sodio no
hipotireoidismo € uma condi¢de analoga aquela desenvolvida em ratos adrenalectomizados
(Richter, 1936; Fitzsimons, 1998). Ha similaridades entre os dois modelos experimentais
quanto a origem da deple¢do de sodio, especialmente relacionada ao hipoaldosteronismo.
Entretanto, embora haja controvérsias quanto a participagio da angiotensina II ciculante no
apetite por sodio de ratos adrenalectomizados, estes sdo capazes de responder ao estimulo
natriorexigénico de baixas doses de captopril. Isto provavelmente se deve ao fato de nesta

condigio o cérebro preservar ou expressar uma mais intensa conversdo de angiotensina I



60

em angiotensina II. Recentemente demonstrou-s¢ que ratos adrenalectomizados aumentam
a expressdo de c-fos no SFO, OVLT e nucleo pré-optico mediano, neste apenas quando os
animais eram impedidos de acessar a salina hipertonica (Weisinger ef a/, 2000). Neste
estudo, evidenciou-se ademais que ¢ tratamento prévio de ratos adrenalectormzados com
um mineralocorticoide reduzia a expressdo de c-fos no SFO e OVLT apenas quando NaCl
estava disponivel, e que a administragdo do antagonista AT1, ZD7155, reduzia a expressio
desta proteina apenas no SFO.

Assim como no hipotireoidismo, na insuficiéncia adrenal, desenvolve-se uma
redugiio na expressio génica de angiotensinogénio relacionada 4 supressdo da produgéo de
glicocorticoides. Todavia, mesmo com a corticoterapia, ratos adrenalectomizados
preservam a resposta natriorexigénica do captopril. Adicionalmente, o aumentado apetite
por sodio de ratos adrenalectomizados mostra-se resistente a administragdo do antagonista
sarile (Fitzsimons, 1998) Em nosso trabatho a resisténcia ao tratamento crlnico com
losartan em ratos hipotiredideos constitui paralelismo com esta observagao.

A administrag@o sistémica de angiotensina I representaria um fraco estimulo ao
aumento do apetite por sodio em ratos e, portanto o sarile ndo ter atenuado o aumentado
apetite por sodio de ratos adrenalectomizados significaria que a angiotensina II circulante
nio desempenha um papel critico nesta resposta.

Segundo Fitzsimons (1998) esta observagio constitui evidéncia em favor da
hipotese de que a angiotensina Il gerada centralmente a partir de precursores cerebrais é
estimulo mais importante que a angiotensina 11 gerada sistemicamente. Refor¢ando esta
argumentacio estudo recente de Galaverna ef of (1996) demonstrou que 2 administragéo

intracerebroventricular do antagonista AT1, losartan suprimia o apetite por sodio de ratos
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adrenalectomizados enquanto que a imjegdo do antagonista AT2 PD123319 ndo surtiu
efeito. Por outro lado doses sublimiares dos dois antagonistas combinados resultaram em
bloqueio da resposta ingestiva. Contrastando com estas observagdes Weisinger ef af (2000),
como assinalade anteriormente, demonstraram que a angiotensina II circulante esta
envolvida na manifestagdo do apetite por sodio uma vez que a administra¢do de antagonista
ATI1, ZD7155 em ratos intactos, depletados de sodic ou adrenalectomizados reduziu a
ingestdo de NaCl e a expressao de c-fos no SFO, estrutura destituida de barreira hemato-
encefilica e permeada por angiotensina 1l de ongem sistémica. No hipotireoidismo a
participagdo da angiotensina [I circulante na expressao do apetite por sodio estaria de certa
forma comprometida uma vez que todos os componentes da sua geragio sistémica
encontram-se reduzidos, embora ndo abolidos. O mesmo nio pode ser ainda afirmado para
a participa¢do de angiotensina Il sintetizada a nivel cerebral e o envolvimento de outros
receptores angiotensinérgicos em regides localizadas dentro ou fora da barreira
hematoencefalica de ratos hipotiredideos. O que levaria entdo os ratos hipotiretideos a
desenvolverem um apetite por so6dio ainda mais intenso quando depletados de 4gua e sodio
ou privados de agua, NaCl e alimento, comparativamente aos eutiredideos? Uma maior
expressdo de receptores AT1 cerebrais, poderia ser a resposta considerando que a
administragio sistémica aguda de losartan bloqueou drasticamente a vigorosa ingesta de
NaCl principalmente nos ratos sob privagao global de agua, NaCl e alimento. Poderiamos
especular um reforgo a esta hipotese no estudo de Weisinger ef af (2000) que reportaram
uma populagio maior de neurdnios expressando c¢-fos noe OVLT em ratos

adrenalectomizados depletados comparativamente aos ratos intactos depletados de sodio.
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Considerande que no hipotireoidismo a atividade do sistema renina-angiotensina
sistémico esta diminuida, e possivelmente os ratos sob privagdo global desenvolvem uma
maior perda urinana de sodio durante o periodo noturno de atividade dai a expressio do
apetite por sddio ter-se desenvolvido de forma mais intensa quando comparado com os
dados dos ratos sob deplegdo hidrossalina aguda. Provavelmente esta mais exagerada
resposta natriorexigénica dos ratos hipotiredideos sob privagdo global reflete a sintese de
componentes da mediagio comportamental em regides do cérebro cuja expressdo génica
para a resposta adaptativa demandaria um periodo mais prolongado de exposicio i
hiponatrerna. Em ambas as condigbes a rapida agdo do losartan administrada
sistemnicamente em experimentos agudos pode significar que o seu acesso ao cérebro esteja

preservado ou aumentado no hipotireoidismo.



6. CONCLUSOES

Atraves dos resultados obtidos neste trabalho, sempre considerando achados de

outros autores, podemos conluir em nossos experimentos que:

¢ Ratos hipotiredideos desenvolvem um apetite por sodio mais intenso apos

tratamento oral com captopril.

¢ Para o estudo de fendmenos fisioldgicos quaisquer que utihizem como modelo
experimental animais hipotirecideos, se faz necessario o fornecimento de NaCl ad

fibitum aos mesmos devido a baixa capacidade destes de reterem sodio.

* A administragdo de captopril antecipou o estabelecimento de niveis de ingestdo de
NaCl 1,8% para valores acima de 10,0 mL-100 g de peso corporal” em relacio aos

ratos hipotiredideos ndo tratados, provavelmente por sensibilizar o sistema,
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e A expressio do apetite por sodio espontdneo e a resposta natriorexigénica
induzida pela administragio de captopril em ratos hipotiredideos sdo atenuadas

apos tratamento com aldosterona.

¢ A administra¢io sistémica aguda ou cronica de losartan bloqueia o apetite por
sodio em ratos hipotiredideos, o que significa que possivelmente a expressao deste
comportamento em ratos hipotiredideos sob deple¢do hidrossalina ou sob privagio
de dpua, sodio e alimento depende de mediagio angiotensinérgica desencadeada

pela geragdo de angiotensina Il em nivel cerebral.

» E por fim, a refratariedade do apetite por sodio ao tratamento cronico com
losartan possivelmente reflete mecanismos cerebrais alternativos resistentes ao
bloqueio ceniral de receptores angiotensinérgicos AT1 efou a participagdo de

diferentes subtipos destes receptores angiotensinérgicos AT1.

Nossos resultados ndo permitem conclusdes especificas acerca do envolvimento de
outras vias neurais na resposta apetitiva por sodio, todavia podemos especular a
possibilidade dos dois modelos de indugio comportamental, em diferentes magnitudes,

afetar a expressdo de mecanismos regulatorios pré e pos-angiotensingrgicos.
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