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RESUMO 

 

FONSECA, Fabricia Viana Fonseca. Papel dos receptores 5-HT1A no equilíbrio 

hidroeletrolítico, respostas neuroendócrinas e avaliação comportamental em ratas 

ovariectomizadas: influência do estrógeno. 2013. 85 p. Tese (doutorado em Ciências 

Fisiológicas). Instituto de Biologia, Departamento de Ciências Biológicas, Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro, seropédica, RJ, 2013. 

 

A atividade serotoninérgica ascendente a partir do núcleo dorsal da rafe (NDR) é modulada 

pela sinalização dos receptores 5-HT1A que resulta em alteração da freqüência de disparo dos 

potenciais de ação dos neurônios serotoninérgicos. Observações recentes do nosso laboratório 

utilizando o 8-OH-DPAT, um agonista de receptores serotoninérgicos 5-HT1A, 

demonstraram que a sua administração periférica ou intra-NDR incrementa a ingestão de 

salina hipertônica em condições basais ou após a depleção corporal de sódio em ratos machos. 

Dessa forma, examinamos neste trabalho o comportamento ingestivo e a homeostase 

hidroeletrolítica em condição basal e após depleção de sódio em ratas ovariectomizadas 

(OVX). As observações foram comparadas com aquelas obtidas em grupos de ratas OVX 

tratadas cronicamente com estrógeno (E2) associada ao tratamento com 8-OH-DPAT. Numa 

etapa final investigamos uma possível correlação entre o “status” funcional serotonérgico e a 

reposição com E2 nas concentrações plasmáticos de angiotensina I (ANG I), angiotensina II 

(ANGII), ocitocina (OT) vasopressina (AVP), peptídeo natriurético atrial (ANP) e 

corticosterona (CORT). Além disso, estudamos a expressão do RNAm para 5-HT1A,  

descarboxilase do ácido glutâmico (GAD) e expressão do RNAm e quantificação proteica de 

triptofano hidroxilase (TPH2), no NDR de grupos de ratas (i) OVX (sem reposição 

estrogênica)  (ii)  OVX-E2 (com reposição estrogênica)  e cronicamente tratadas com o 

agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT, em condições basais e após depleção de sódio. Por fim, 

avaliamos o comportamento de ansiedade pelo teste de labirinto em cruz elevado (LEC) e 

atividade exploratória através do campo aberto (CA) nos grupos apresentados anteriormente 

em condição basal. De acordo com os nossos resultados de avaliação diária, observamos uma 

possível relação entre a terapia estrogênica e o sistema serotoninérgico, no que diz respeito à 

inibição do comportamento de ingestão e excreção renal de sódio, ingestão de água e 

alimento, dado este que resultou em perda de peso. Já no experimento que submetemos os 

animais ao desafio homeostático (depleção de sódio), verificamos que os parâmetros 

hidroeletrolíticos (comportamento ingestivo, excreção renal de sódio, sódio e/ou proteína e 

osmolalidade plasmática e hematócrito) são alterados pela depleção de sódio. Porém, 

possivelmente através de mecanismos centrais e periféricos, o E2 e o sistema serotoninérgico 

parecem mediar respostas ao nível de diminuição da excreção renal de sódio e inibição do 

apetite específico a este íon, uma vez que essa atenuação é observada principalmente quando 

os animais são submetidos a depleção de sódio. Adicionalmente, evidenciamos que a 

alterações na resposta endócrina observada neste estudo pode ser mediada tanto pelo 

tratamento com E2 quanto pelo tratamento com 8-OH-DPAT e ainda pela condição de desafio 

experimental. A geração de ANGI e ANGII parece evolver mecanismo diferente que depende 

da condição do animal, ou seja, o tratamento com 8-OH-DPAT associado ao E2 em condição 

basal aumenta a concentração plasmática de ANGI e o E2 parece atenuar essa liberação em 

condição de depleção de sódio. A liberação de OT e CORT em condição basal parece ser 

potencializada pela associação dos dois tratamentos: o E2 tanto em condição basal e de 

depleção parece aumentar a liberação de ambos. Em relação à CORT na condição de depleção 

o E2 parece atenuar em parte o efeito estressor da hiponatremia; por sua vez, o tratamento 

com 8-OH-DPAT parece ser crítico em potencializar a secreção de AVP e ANP em condição 

de depleção. Por sua vez, a modulação central do sistema serotoninérgico (NDR) parece 
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recrutar mecanismos moleculares diferentes com relação à condição homeostática do animal. 

Uma vez que verificamos uma diminuição da expressão do receptor 5-HT1A mediada 

predominantemente pelo tratamento crônico com 8-OH-DPAT, e em relação à diminuição de 

TPH2 tal efeito foi mediado pelo tratamento com E2 em condição basal. Já em condição de 

depleção o E2 parece ser crítico na diminuição da expressão de 5-HT1A. Nesse sentido, 

verificamos um efeito semelhante ao ansiogênico do E2 que possivelmente está relacionado 

com essas alterações moleculares em condição basal. Porém a associação do E2 ao 8-OH-

DPAT reverteu em parte esse efeito. Considerando-se essas observações, estes resultados 

reforçam uma possível ligação entre o déficit estrogênico e a maior incidência de 

enfermidades como depressão e hipertensão arterial. Como o sistema serotoninérgico 

relaciona-se intimamente a tais doenças são necessários mais estudos para verificar o tipo de 

terapia farmacológica que pode ser associado para o tratamento de ambas as enfermidades. 

 

Palavras Chaves: receptor 5-HT1A, Núcleo Dorsal da Rafe, sede, apetite por sódio, estradiol e 

ansiedade. 
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ABSTRACT 

 

FONSECA, Fabricia Viana. Role of 5-HT1A receptors in electrolyte balance, 

neuroendocrine and behavioral assessment in ovariectomized rats: influence of estrogen. 

2013. 85 p. Tese (doutorado em Ciências Fisiológicas). Instituto de Biologia, Departamento 

de Ciências Biológicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, seropédica, RJ, 2013. 

 

 

The ascending serotonergic activity from the dorsal raphe nucleus (NDR) is modulated by the 

5-HT1A receptors signaling that result in changes in the firing frequency of action potentials 

from the serotonergic neurons. This condition plays important role in the regulation of sodium 

satiety. Recent observations from our laboratory using the 8-OH-DPAT, a receptor agonist of 

5-HT1A serotonergic receptors, demonstrated that peripheral or intra-NDR administration 

increases the hypertonic saline intake under basal condition or after sodium depletion in male 

rats. Thus, we examined in the present study the feeding behavior, daily fluid intake and 

electrolyte homeostasis in ovariectomized (OVX) rats submitted to oil or estrogen treatment 

(OVX group and   OVX-E2 group, respectively) and to chronicle treatment with the 8-OH-

DPAT or vehicle, in basal condition and after sodium depletion. We also investigated a 

possible correlation between serotonergic functional status and E2 replacement on the plasma 

levels of angiotensin I (ANG I), angiotensin II (ANG II), oxytocin (OT), vasopressin (AVP), 

atrial natriuretic peptide (ANP) and corticosterone (CORT), as well as, on the mRNA 

expression for 5-HT1A autoreceptor and glutamic acid decarboxylase (GAD) and the protein 

quantification of tryptophan hydroxylase (TPH2) in NDR from the groups abovementioned. 

Finally, we carried out anxiety test by elevated plus maze (LEC) and exploratory activity 

evaluation through the open field (CA) in all groups. In accordance with our daily evaluation, 

we observed a possible relationship between estrogen therapy and the serotonergic system 

related to to the inhibition of drinking behavior and reduction in renal sodium excretion, food 

and water intake, since this has resulted in loss weight. The animals subjected to the 

homeostatic challenge presented electrolyte parameters (renal sodium excretion, sodium and / 

or protein and osmolarity plasma and hematocrit) and feeding behavior altered by sodium  

depletion. However, possibly through central and peripheral mechanisms, serotonergic system 

and E2 appear to mediate the reduction of urinary sodium excretion and to induce NaCl intake 

inhibition. In addition, we showed changes in the endocrine response which may be mediated 

by E2 and 8-OH-DPAT treatments and experimental challenges. The ANG I and ANG II 

release and respective mechanisms seem to be depent of the condition of the animal or 8-OH-

DPAT treatment. Chronic 8-OH-DPAT in basal condition increased the ANG I plasma 

concentration while the E2 seems to attenuate this response following sodium depletion. The 

OT and CORT plasma levels at basal condition were enhanced by association of the two 

treatments. E2 replacement, both at baseline and depletion conditions, increased OT and 

CORT plasma levels. Additionally we did not observe estrogen influence on plasma CORT 

concentrations following sodium depletion; on the other hand, the 8-OH-DPAT seems to be 

critical to enhance the AVP and ANP secretion following sodium depletion. The central 

serotonergic system seems to recruit different molecular mechanisms regarding the 

homeostatic condition of the animal, since we found a decrease in the expression of 5-HT1A 

receptor mediated, predominantly, by chronic 8-OH-DPAT treatment and the reduction of 

TPH2; sucheffect was mediated by treatment with E2 at baseline. On the other hand, it seems 

clear that E2 replacement was critical for reducing 5-HT1A receptors expression on NDR. In 

this sense, we observed an anxiogenic-like effect of E2, which would be possibly related to 

these molecular changes at baseline, despite the association of E2 and 8-OH-DPAT treatments 

partially reversed this effect. Considering these observations, these results support a possible 
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link between low estrogen and increased incidence of diseases such as depression and 

hypertension facilitated by enhanced sodium intake. 

 

Keywords: 5-HT1A receptors, Dorsal Raphe Nucleus, thirst, sodium intake, estrogen, 

anxiogenic 
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1-INTRODUÇÃO 

 

1.1-Sistema serotoninérgico 

 

A serotonina (5-hidroxitriptamina: 5-HT) é uma monoamina que foi identificada pela 

primeira vez no sistema nervoso central (SNC) em 1953 (TWAROG & SCPE, 1953). A 5-HT 

é um neurotransmissor clássico, identificado em vários locais, tais como SNC, trato 

gastrointestinal e plaquetas (JACOBS E AZMITIA, 1992; PEROUTKA & HOWELL, 1994). 

Durante o desenvolvimento embrionário humano, a 5-HT é um dos primeiros 

neurotransmissores a ser detectada em neurônios do SNC. Tal detecção é possível já a partir 

de cinco semanas de gestação (SUNDSTROM et al. 1993). Essa descoberta representou um 

avanço no cerne da explicação do papel desse sistema no desenvolvimento ontogenético do 

SNC. Ainda neste contexto, a sinalização serotoninérgica parece desempenhar um papel 

fundamental na geração e modulação de várias funções. A 5-HT encefálica participa na 

regulação do sistema neuroendócrino, temperatura corporal, controle da pressão arterial, 

apetite, equilíbrio hidroeletrolítico, humor, atividade motora e funções cognitivas (GRIEBEL, 

1995; ARTIGAS et al. 1996; GRAEFF et al. 1996; VAN DE KAR, 1991).  

O Sistema serotoninérgico encefálico é topograficamente organizado no tronco 

encefálico no complexo mecensefálico da rafe. Os núcleos da rafe apresentam propriedades 

anatômicas e funcionais específicas. Nesses núcleos foram identificados aproximadamente 

235.000 neurônios serotoninérgicos no cérebro humano (BACKER et al. 1990). No SNC, os 

neurônios serotoninérgicos da Rafe projetam-se através de vias ascendentes e descendentes, 

para uma vasta gama de regiões do encéfalo (DAHLSTROM & FUXE, 1964). O papel desse 

sistema nessas funções descritas acima depende da sua capacidade de síntese e liberação de 5-

HT. Além disso, tais efeitos fisiológicos dependerão da expressão dos receptores e nas 

estruturas alvos. Os vários efeitos de 5-HT são mediados por receptores específicos pré e pós-

sináptico, cuja localização e funções serão descritos.  

A atividade elétrica dos neurônios serotoninérgicos é caracterizada por padrões de 

disparos rítmicos que são responsáveis por modular a atividade basal das respectivas 

estruturas encefálicas inervadas por eles (AGHAJANIAN & WANG, 1978). 

 

1.1.2-Síntese e liberação de 5-HT 

 

No SNC, a 5-HT é sintetizada no pericário de neurônio a partir do precursor 

triptofano. A síntese de 5-HT é regulada pelos níveis de triptofano, que é transportado para 

dentro do neurônio serotoninérgico por uma bomba transportadora específica. Outra regulação 

importante é a atividade de isoformas triptofano hidroxilase 1 e 2 (TPH1 e TPH2), sendo a 

TPH2, uma enzima exclusivamente encefálica (WALTHER et al. 2003). A TPH2 é uma 

enzima chave na síntese de serotonina (5-HT) encefálico, constituindo a etapa limitante desse 

processo.  

Este aminoácido é hidroxilado pela TPH2 para 5-hidroxitriptofano (5-HTP), que em 

seguida sofre descarboxilação pela enzima aminoácido aromático descarboxilase (AADC), 

resultando em 5-HT (HAMON et al. 1982).  A 5-HT formada é armazenada em vesículas para 

eventual liberação para a fenda sináptica. A liberação depende da chegada do potencial de 

ação no terminal axonal, responsável pela abertura de canais de cálcio voltagem dependente e 

conseqüente exocitose das vesículas contendo o neurotransmissor. A 5-HT liberada na fenda 

sináptica irá se ligar aos receptores específicos e posteriormente desencadeará sua função 

fisiológica. Imediatamente, ela é recaptada pelo transportador 5-HT localizada na membrana 

pré- sináptica e subsequente ocorre degradação da mesma, pela ação da enzima monoamina 
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oxidase (MAO). Dessa forma a resposta fisiológica depende de vários fatores vinculados à 

síntese e liberação de serotonina bem como sua atuação em receptores específicos.  

 

 

1.1.3-Receptores serotoninérgicos 

 

Recentes estudos eletrofisiológicos têm demostrado à heterogeneidade de neurônios 5-

HT nos núcleos da rafe mesencefálica. Atualmente são conhecidos 18 genes que codificam os 

receptores serotoninérgicos, estes receptores são: 5-HT1A/B/D/E/F, 5-HT2A/B/C, 5-HT3A/B 

e 5-HT3C/D/E, 5-HT4, 5-HT5A/B, 5-HT6, 5-HT7.  

Esta população de receptores vem sendo alvo de vários estudos, tendo em vista a 

necessidade de compreensão da função atribuída a cada um dos receptores 5-HT no cérebro 

(ARTIGAS, 2012). A maioria dos receptores de serotonina pertence à família de receptores de 

membrana de sete domínios acoplados a proteína G, que realiza o mecanismo de transdução 

de sinais interferindo na atividade da fosfolipase C e da adenilato ciclase. A única exceção é a 

classe de receptor 5HT3 que são canais iônicos. Neste trabalho iremos destacar o papel do 

receptor 5-HT1A, tendo em vista a sua efetiva importância no mecanismo de autorregulação 

serotoninérgica.  

 

1.1.3.1-Receptor 5-HT1A 

 

O receptor 5-HT1A foi o primeiro receptor serotoninérgico a ser clonado e 

sequenciado (FARGIN et al. 1988;. ALBERT et al. 1990).  

 

1.1.3.1.1 – Distribuição 

 

Dentre as classes de receptores citadas acima o receptor 5-HT1A, especialmente o pré-

sináptico, e não o pós-sináptico (heteroreceptor) exerce um mecanismo de modulação da 

frequência de disparo do neurônio serotoninérgico. Esse mecanismo de autorregulação torna-

se importante para estudar atividade serotoninérgica no NDR. A densidade de receptor 5-

HT1A é consideravelmente alta no sistema límbico, especialmente no hipocampo, outras 

regiões como septo lateral, áreas corticais (em especial o córtex cingulado e córtex entorrinal), 

e também os núcleos da rafe mesencefálica (dorsal e mediano). Em particular, o autorreceptor 

5-HT1A no NDR desempenha um papel crucial no controle fisiológico de vias ascendentes 5-

HT. AZMITIA et al. 1996 relataram a existência de receptores 5-HT1A nas células glia, 

porém tal relato não foi confirmado por outros trabalhos (BURNET et al. 1995;. KIA et al. 

1996). Estudos realizados por SOTELA e colaboradores forneceram, com a técnica de 

imunohistoquímica, a primeira demonstração direta da existência de autorreceptores 5-HT1A 

no soma e dendritos dos neurônios serotoninérgicos dos núcleos da rafe dorsal e mediana 

(SOTELA et al. 1990).  

Vários trabalhos vêm mostrando a importância da utilização de antagonistas 5-HT1A 

associados à terapia com antidepressivos (buspirona) na preservação dos seus efeitos 

neuroquímicos e comportamentais (GARTSIDE et al. 1995; ARTIGAS et al. 1996; 

HASHIMOTO et al. 1997; MITCHELL & REDFERN 1997; GRIGNASCHI et al. 1998; 

TRILLAT et al. 1998). O aumento dos níveis de serotonina extracelular no prosencéfalo é 

induzido por administração de inibidor da recaptação de serotonina (ISRS) e é limitado por 

uma retroalimentação negativo envolvendo autorreceptores localizados na rafe (ARTIGAS et 

al. 1996).  
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1.1.3.1.1 – Mecanismo de sinalização 

 

Essa retroalimentação negativa envolve mecanismos de sinalização intracelular do 

receptor. Experimentos eletrofisiológicos têm estabelecido que a ativação do receptor 5-

HT1A causa hiperpolarização neuronal, um efeito mediado por proteína Gi, que resulta na 

abertura de canais de K
+
 (NICOLL et al. 1990;. AGHAJANIAN, 1987; KOBILKA et al. 

1987). Além da principal via de transdução de sinal, através de subunidades Gi, há também 

envolvimento da subunidade βγ ativando vias adicionais de transdução de sinal, como a 

ativação da fosfolipase C e proteína quinase C e modulação da condutância de K 
+
 e outros 

ânions e cátions, como mencionado anteriormente (RAYMOND et al. 1999, 2001).  

Curiosamente, a heterogeneidade observada na distribuição dos receptores 5-HT1A 

tem sido associada com a diversidade na transdução de sinal do receptor. Isso é atribuído à 

diferença na composição lipídica da região neuronal que o receptor está localizado.  

 

1.1.3.1.1 – Ações biológicas 

 

O uso de fármacos que interferem na atividade dos receptores 5-HT1A tem sido alvo 

de muitos trabalhos que norteiam o estudo do sistema serotoninérgico. Atualmente, a 

utilização de agonista (BLIER et al. 1990) e antagonistas (GRIEBEL, 1999) na clínica 

representam uma classe importante de moléculas com potenciais efeitos terapêuticos nos 

transtornos de ansiedade ou estresse. O agonista mais estudado é o 8-OH-DPAT sendo 

altamente seletivo (ZIFA & FILLION, 1992; HARIKUMAR & CHATTOPADHYAY, 1998; 

HARIKUMAR et al. 2000; KALIPATNAPU et al. 2004). 

 

1.2-Sistema serotoninérgico e homeostase hidroeletrolítica 

 

O núcleo dorsal da rafe (NDR) é constituído por grupamento neuronal que 

basicamente é representado por neurônios serotoninérgicos, principalmente na região rostro-

medial que se projetam rostralmente (AZMITIA & SEGAL, 1978; STEINBUSCH, 1981; 

AZMITIA, 1987; BOSLER & DESCARRIES, 1988). O papel do NDR no equilíbrio 

hidroeletrolítico foi descrito pela primeira vez por REIS et al. 1994, onde foi demonstrado um 

envolvimento do sistema serotoninérgico ascendente na estimulação e liberação do peptídeo 

natriurético atrial (ANP). Neste estudo, foi realizada lesão eletrolítica no NDR e evidenciado 

uma diminuição significativa nos níveis plasmáticos de ANP em animais submetidos à 

expansão de volume. Esses resultados suportam a hipótese da existência de uma atividade 

tônica de neurônios serotoninérgicos que tem seus corpos celulares localizados no NDR que 

se projetam para área anterior do terceiro ventrículo (AV3V) (STEIN, 1987).  

Estudos anteriores, como os realizados por AZMITIA & SEGAL em 1978, através da 

técnica autorradiográfica identificaram projeções do NDR para regiões que regulam a 

homeostase hidroeletrolítica. Essas estruturas identificadas foram: Orgão vasculoso da lamina 

terminal (OVLT), núcleo pré-óptica medial (MnPO) e órgão sobfornicial (SFO). 

Especificamente no SFO, LIND, 1986 demonstrou uma conexão bidirecional dessa estrutura 

com o NDR. Posteriormente, estudos relataram que injeção intra-carótida de angiotensina II 

(ANG II) altera a eletrofisiologia dos neurônios do NDR (TANAKA et al. 1998). Neste 

trabalho os autores demonstraram que os neurônios do SFO com projeções descendentes para 

o NDR são sensíveis a ANG II administrada, sugeriram que os neurônios SFO que se 

projetam para o NDR podem monitorar o nível de circulação de ANG II e transmitir as 

informações para o mesmo. Outros trabalhos realizando experimentos com a técnica de 
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imunohistoquímica detectaram uma diminuição significativa da expressão c-Fos em neurônios 

serotoninérgicos localizados no NDR após depleção de sódio induzida pela diálise peritoneal 

(FRANCHINI et al. 2002) . Neste trabalho os autores evidenciaram um aumento da expressão 

de c-Fos em animais que foram ofertados com bebedouros com salina hipertônica, sugerindo 

que há uma inibição tônica ao apetite ao sódio por neurônios serotoninérgicas deste local.  

Várias evidências neuroanatômicas e neurofisiológicas reportam o envolvimento do 

NDR e regiões prosencéfalicas na integração de respostas viscerosensoriais regulando a 

homeostase hidroleletrolítica e cardiovascular. Modelos experimentais têm sido utilizados em 

nosso laboratório na avaliação da participação de vias serotoninérgicas na modulação do 

apetite e expressão da saciedade ao sódio. Podemos destacar aqui alguns desses experimentos: 

(i) A administração sistêmica aguda de agonistas de receptores serotoninérgicos do subtipo 5-

HT2C bem como de liberador de serotonina ou de inibidor de sua recaptação pré-sináptica 

reduziram significativamente a resposta natriorexigênica em diferentes modelos 

experimentais (BADAUÊ-PASSOS et al. 2003; REIS, 2007).  (ii) Ao contrário do que era 

esperado, o tratamento crônico com sertralina, um típico inibidor da recaptação pré-sináptica 

de serotonina, provocou uma clara preferência por sódio que foi explicada pela hiponatremia 

causada pela secreção inadequada de vasopressina e ocitocina (MAGALHÃES-NUNES et al. 

2007). (iii) Em contrapartida, a redução do conteúdo encefálico de serotonina aumentou 

drasticamente a resposta natriorexigênica evocada pela depleção de sódio, três dias após a 

administração de pCPA (LIMA et al. 2004). Finalizando essa análise farmacológica, podemos 

destacar o (iv) papel dos receptores 5-HT1A através da administração aguda e crônica de 8-

OH-DPAT periférica e intra-NDR na modulação da ingestão de água e especificamente de 

sódio. Neste trabalho, os dados obtidos demostraram que o tratamento agudo 8-OH-DPAT em 

condições basais e depletados diminuem a transmissão de sinais de saciedade ao sódio. Por 

outro lado, a administração crônica, possivelmente por uma dessensibilização dos receptores 

5-HT1A pré-sinápticos, promoveu saciedade ao sódio (FONSECA et al. 2009).  

Além dos estudos farmacológicos outros modelos foram importantes para discutir 

efetivamente o papel do NDR no controle da ingestão de água e sal. Tais estudos foram 

conduzidos pela utilização de lesão no NDR: (v) lesões eletrolíticas da porção ventro-medial 

do NDR induziram a um aumento da ingestão de salina hipertônica em condições basais, 

entretanto as observações experimentais foram realizadas por período de três dias. A ingestão 

de água foi também mais intensa desde a 3
a
 hora até a 12

a
 hora pós-lesão, tornando-se 

comparável a dos controles até o 3
0
 dia (OLIVARES et al. 2003). Ratos com lesão eletrolítica 

do NDR desenvolveram intensas respostas dipsogênica e natriorexigênica provocadas pelo 

modelo FUROCAP (furosemida + baixa concentração de captopril). Estas observações 

proporcionaram sugestões de que a lesão eletrolítica do NDR suprime uma atividade 

ascendente inibidora do apetite ao sódio (ou seja, supressão da sinalização serotoninérgica 

para a saciedade ao sal). Neste trabalho, a lesão foi limitada à região ventro-medial do NDR, 

onde de acordo com AZMITIA & SEGAL, 1978, concentram-se expressivo contingente de 

pericários de neurônios serotoninérgicos, que se projetam para o prosencéfalo.   

Porém, as fibras axônicas de passagem e neurônios não serotoninérgicos foram 

tambémlesionados. Por esta razão, estudos posteriores foram conduzidos visando 

circunscrever a lesão apenas aos pericários de neurônios localizados na região dorsal da 

porção ventro-medial do NDR, através da microinjeção local de ácido ibotênico. (vi) As 

lesões excitotóxicas do NDR produziram qualitativamente as mesmas respostas alcançadas 

com a lesão eletrolítica e a depleção encefálica de serotonina, tornando a interpretação mais 

circunscrita e precisa quanto à localização e envolvimento de neurônios originários desta 

estrutura (CAVALCANTE-LIMA et al. 2005a; 2005b). Neste estudo, quando os animais 

eram privados de fluidos e alimento, o grupo com lesão no NDR expressou uma intensa 

resposta de ingestão de salina hipertônica enquanto a resposta dipsogênica foi comparável a 
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dos controles. Na avaliação da resposta dipsogênica normalmente evocada por isoproterenol, 

os ratos lesionados apresentaram uma surpreendente resposta apetitiva ao sódio, enquanto a 

ingestão de água foi comparável a dos controles.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

Em conjunto, os resultados obtidos em modelos com depleção encefálica de serotonina, lesão 

eletrolítica ou excitotóxica do NDR revelaram uma elevada sensibilidade encefálica aos 

paradigmas experimentais que evocam aumento dos níveis plasmáticos de ANGII ou da 

atividade angiotensinérgica central ao longo da lâmina terminal. Estas observações nos 

permitiram suspeitar que o déficit no tônus serotoninérgico ascendente pudesse repercutir na 

supressão de uma importante via moduladora do apetite e/ou indutora da saciedade ao sódio. 

 Neste mesmo período, trabalhos realizados em outros laboratórios foram importantes 

para compreender essa via de modulação do sistema serotoninérgico no apetite ao sódio e 

sede. Estudos de imunorreatividade para a proteína c-Fos e colocalização de ocitocina (OT) 

demostraram que além de neurônios do NDR, a área postrema (AP), o núcleo parabraquial 

lateral (NPBL) e a porção magnocelular do núcleo paraventricular (NPV), particularmente os 

neurônios produtores de OT são intensamente marcados em ratos depletados de sódio e com 

acesso livre à salina hipertônica (FRANCHINI & VIVAS, 1995; FRANCHINI et al. 2002; 

MARGATHO et al. 2007). BADAUÊ-PASSOS et al. (2007) reportaram, utilizando 

abordagem imunohistoquímica, que o NDR integra informação evocada pela ingestão de sal 

induzida pela depleção de sódio. REIS (2007) e MARGATHO et al. (2008) propuseram uma 

modulação integrada da resposta natriorexigênica, cujo substrato neurofisiológico envolveria 

circuitos neurais entre o NDR e o núcleo NPBL.  

Nossas evidências reunidas às de FRANCHINI et al. (2002), GODINO et al. (2005; 

2007) e MARGATHO et al. (2008) permitem sugerir preliminarmente que a influência 

serotoninérgica na saciedade ao sal envolvem a ativação de neurônios ocitocinérgicos no 

NPV, bem como de neurônios do SFO que expressam receptores AT1 para ANGII.  
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Figura 1- Representação esquemática de secção sagital do encéfalo de ratos mostrando 

conexões entre área postrema (AP), parede da região antero-ventral do 3º ventrículo (AV3V) 

núcleo dorsal da rafe mesencefálica (NDR), núcleo parabraquial lateral (LBPN), nucleus 

tractus solitarius (NTS), pituitária (Pit), núcleo paraventricular do hipotálamo(PVN), órgão 

subfornicial (SFO). As linhas contínuas representam neurônios serotonérgicos típicos 

originados no NDR e linhas interrompidas representam neurônios que contêm serotonina 

(mas não constituem os tipicamente serotonérgicos) a partir da AP e NTS. Observam-se as 

conexões bidirecionais entre SFO e DR entre DR e LBPN presumivelmente participas com a 

modulação do apetite ao sódio. Elaboração e digitalização da figura de L.C. Reis, P.L. 

Cedraz-Mercez & R.H. Costa-e-Sousa (a partir de original publicado nos Anais da Academia 

Brasileira de Ciências por Reis, 2007). 

 

1.3- Sistema serotoninérgico e eixo hipotálamo hipófise adrenal (HHA) 

 

Neurônios serotoninérgicos do NMR e NDR que se projetam ao NPV são importantes 

sinais envolvidos na alteração do eixo HHA, modulando neurônios produtores CRH 

(hormõnio de liberação de corticotrofina) (LARSEN et al. 1996). Tal efeito é principalmente 

observado quando grupos de animais em condição basal e após estímulo estressor receberam a 

administração periférica crônica de antagonista de receptor CRH 1, o que resultou na 

diminuição de 5-HT em hipocampo, via ativação de receptores 5-HT1A (OSHIMA et al. 

2003). Da mesma forma, neurônios produtores de CRH são projetados do NPV para o NDR, e 

neste há expressão dos receptores de CRH (CHALMERS et al. 1995). Posteriormente, através 

da técnica de hibridização in situ foi observado uma diferença quantitativa entre os subtipos 

de receptores de CRH, sendo o CRH subtipo 2 mais expresso do que o CRH subtipo 1 na 

porção medial e  caudal do NDR (DAY et al. 2004). 

Nessa linha de raciocínio o sistema serotoninérgico parece modular diretamente a 

liberação de Hormônio Liberador de Corticotrofina (ACTH) pelos corticotrofos 
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adenohipofisários. Neste sentido foi observado em estudos com cultura de célula de hipófise, 

que a administração de agonista 5-HT1A aumenta a liberação de ACTH e que tal efeito é 

bloqueado com a administração de propranolol (antagonista β-adrenérgico) com elevada 

afinidade em receptores 5-HT1A. 

O sistema serotoninérgico, além dessa modulação no eixo HHA, parece estimular a 

liberação de corticosterona (CORT) independente da modulação do eixo, ou seja, de CRH. 

Tal observação foi demonstrada a partir de experimentos utilizando administração de 

fenfluramina intravenosa após imunização passiva com anti-soro de CRH (BAUDRIE et al. 

1993).  

 

 

1.4- Sistema serotoninérgico e comportamento 

 

Alteração da transmissão de serotonina no SNC está relacionada com diferentes 

distúrbios psiquiátricos, incluindo a depressão, a agressividade impulsiva, medo e desordens 

de ansiedade (WISE et al. 1972; SOUBRIÉ, 1986; HETEM et al. 1997; UMRIUKHIN et al. 

2002). O interesse a respeito do sistema serotoninérgico e ansiedade tiveram um marco 

importante em meados dos anos 1980 em diante, permanecendo até hoje. As principais razões 

para esse interesse foi através da introdução na prática clínica do ansiolítico buspirona 

(EINSO & TEMPLE, 1989) e, principalmente, o uso generalizado de antidepressivos, em 

particular, os inibidores seletivos da recaptação da serotonina, para o tratamento de distúrbios 

de ansiedade (ARGYROPOULOS et al. 2000).  

Somado a isso, os antidepressivos mais prescritos na clínica são moduladores do 

sistema serotoninérgico. Porém os mecanismos moleculares envolvidos na origem dessas 

perturbações não são totalmente compreendidos.  

A deleção alvo de genes que codificam mediadores da transmissão serotonérgica tem 

provado ser uma ferramenta poderosa para entender as contribuições de tais mediadores da 

regulação das emoções (ARARAGI & LESCH KP, 2013). A utilização de camundongos 

nocaute para Tph2−/− demonstrou uma deficiência encefálica de serotonina comprovada 

pelos baixos níveis de 5-HT, associado a isso esses animais apresentaram alterações 

comportamentais como agressão exagerada e no teste Labirinto em Cruz elevado (LCE) foi 

observado aumento do tempo e do número de entradas no braço aberto interpretados como  

resposta diminuída da ansiedade (MOSIENKO et al. 2012). Neste sentido, estudos têm 

proposto a utilização da isoforma de TPH2 como uma nova geração de fármacos 

antidepressivos, mais seletivo, capazes de regular os níveis de serotonina no encefálo, com 

menos efeitos colaterais (TORRENTE et al. 2012; MATTHES et al. 2010). 

Além da avaliação da participação da TPH2, outra abordagem que tem sido 

amplamente considerada no estudo sobre circuitaria 5-HTérgica encefálica é a manipulação 

farmacológica dos receptores serotoninérgicos. Dentre vários, o 5-HT1A apresenta papel 

importante na modulação deste sistema, e consequentemente nas alterações comportamentais. 

Debate existe sobre qual das populações de receptores (pré ou pós-sináptico) é responsável 

pelos efeitos da 5-HT na ansiedade. Estudos utilizando camundongos transgênicos para o 

heteroreceptor (pós-sináptico) 5-HT1A no prosencéfalo demonstraram que não há alteração 

do comportamento de ansiedade nesses animais, já o autoreceptor parece ser necessário para 

um comportamento normal de ansiedade (PISZCZEK et al. 2013). 

Os mecanismos de sinalização do sistema serotoninérgico no desenvolvimento de 

depressão ainda são pouco compreendidos. Tal mecanismo parece mediar ativação de 

receptores κ-opióides no NDR (LEMOS et al. 2012), o que parece estar vinculado às 

respostas adaptativas a exposição ao estresse que dependem de ajustes ao nível  de 

neurotransmissores e neurohormônios que atuam tanto a nível central como periférico 



8 

 

(KORTE et al., 2005).Oscilações nas atividades cerebrais com períodos de minutos a horas 

pode ser crítica para os o desenvolvimento de distúrbios afetivos como a depressão. Ritmos 

alterados de neurônios 5HT parece ser um biomarcador para a depressão. Essas alterações têm 

sido propostas para definir subtipos da doença e prever as respostas ao tratamento com 

agentes serotoninérgicos (SALOMON & COWAN, 2013).  

O sistema serotoninérgico parece ser crítico no desenvolvimento de autismo. Atrelado 

a isso, a amigdala parece ser uma estrutura encefálico importante nesse processo. Estudos 

utilizando modelo de autismo em ratos induzido por manipulação farmacológica com 

valproato, fármaco que aumenta a sinalização gabaérgica. Neste trabalho foram observados 

que no grupo autista a proporção quantitativa de transportador de 5-HT na amígdala estava 

aumentada em comparação ao grupo controle. E que o tratamento com agonista 5-HT1A 

aumentou a interação social e memória no grupo autista (WANG et al.  2013). 

 

1.5-Hormônios Ovarianos e homeostase hidroleterolítica 

 

Abordagem clínicas de edema durante a fase pré-menstrual e gravidez sugerem que o 

estradiol (E2) e progesterona (P4) podem desempenhar papéis importantes no balanço de 

fluidos corporais. O E2 tende a aumentar e o P4 diminui o volume plasmático 

(STACHENFELD et al. 1999).  Tais efeitos são mediados por alterações da dinâmica dos 

fluidos capilares (OIAN et al. 1987) . 

Na gravidez ocorrem alterações neuroendócrinas que são essenciais para o seu 

estabelecimento e manutenção (BRUNTON & RUSSELL, 2010).  Estas alterações são 

fundamentais para proporcionar um ambiente adequado para o embrião/feto. Uma das 

principais alterações são expansão do volume sanguíneo e alterações metabólicas e 

imunológicas. Essas alterações são mediadas principalmente por hormônios ovarianos (E2 e 

P4) e ainda alguns peptídeos. O estudo dos efeitos dos hormônios ovarianos em mulheres 

jovens e não grávidas nos sistemas fisiológicos é dificultado devido a complexidade das 

oscilações hormonais ao longo do ciclo menstrual. Dessa forma modelos animais de fêmeas 

ovariectomizadas (OVX) têm sido utilizados para verificar o efeito desses hormônios 

isoladamente. 

As alterações hormonais durante a gravidez, entre elas o aumento de E2 e P4 que 

levam à expansão do volume plasmático (ESCHER, 2009). Tal resposta parece ser em parte 

explicada pela alta afinidade da P4 nos receptores de aldosterona (MR) (OELKERS, 2004). 

Além disso, receptores para E2 e P4 são encontrados em estrutura envolvidas na regulação da 

homeostase hidroeletrolítica, como por exemplo, em neurônios catecolaminérgicos 

(HERITAGE el al. 1980),  sistema cardiovascular (ORSHAL & KHALIL, 2004) e os túbulos 

renais (DUBEY & JACKNSO, 2001). Neste trabalho iremos abordar exclusivamente o efeito 

da reposição com E2 nos parâmetros da homeostase hidroeletrolítica e parâmetros 

comportamentais de ansiedade e atividade psicomotoras. 

 

 

1.5.1-Estrógeno e homeostase hidroeletrolítica 

O estudo do apetite ao sódio tem utilizado múltiplos modelos experimentais, mas o 

rato (Rattus norvegicus), especialmente as linhagens Holtzman e Wistar constitui a mais 

referida na literatura (FITZSIMONS, 1998). Basicamente o macho tem sido o modelo de 

eleição para a maioria dos estudos dos mecanismos de regulação do apetite ao sódio. Os 

estudos da natriorexia em ratas intactas são mais escassos e complexos considerando as 

oscilações hormonais dos ciclos reprodutivos que influenciam a homeostase hidroeletrolítica. 
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Dessa forma, os estudos propostos para avaliar o papel dos hormônios ovarianos 

concentraram-se na análise do ciclo estral de fêmeas e de modelos de animais OVX 

(ANTUNES et al. 2013).  Estudos realizados por Antunes-Rodrigues & Covian em 1963 

foram os pioneiros a demostrar que a ingestão espontânea de sódio diminui durante o estro e 

aumenta durante diestro. Mediante a variação especificamente dos estrógenos nessas duas 

fases do ciclo, grande parte dos estudos têm reportado o papel deste na regulação 

hidroeletrolítica. O tratamento com E2 atenua a ingestão de água em animais OVX em vários 

desafios homeostáticos (VIJANDE et al. 1978; CARLBERG et al. 1984; KRAUSE et al. 

2003). Neste sentido, em 1973 tornou-se evidente que a ingestão de sal era regulada pelo E2 

(FREGLY, 1973). 

O papel do E2 na homeostase hidroeletrolítica parece envolver principalmente a 

inibição dos sistemas indutores, como sistema renina angiotensina central e periférico 

(FITZSIMONS, 1998). Adicionalmente, o E2 estimulação dos sistemas inibidores, tais como 

serotoninérgicos (RUBINOW et al. 1998; HIROI et al. 2006; DONNER & HANDA, 2009) e 

ocitocinérgicos (SIMONIAN et al. 1997; HRABOVSZKY et al. 2004). Neste sentido há 

ainda o envolvimento de Arginina vasopressina (AVP) (SOMPONPUN et al. 2004; 

MECAWI et al. 2011). 

 

1.5.1.1-Papel do estrógeno na modulação do sistema renina angiotensina (SRA) 

Discutindo o papel do E2 na regulação hidroeletrolítica, ratas castradas exibem 

exagerada resposta de apetite ao sódio comparativamente às intactas e aos machos 

(FITZSIMONS, 1998).  Essa resposta parece ser dependente do papel do sistema 

angiotensinérgico central e periférico. Adicionalmente, evidências experimentais têm 

revelado que o envolvimento do E2 nas ingestões de água e sal, na maioria das vezes está 

relacionado com sua ação sobre o SRA central (FREGLY & THRASHER, 1978; FINDLAY 

et al. 1979; JONKLAAS & BUGGY, 1985 ; KENSICKI et al. 2002; MECAWI et al. 2007; 

2008).  O tratamento de ratas OVX com E2 diminui a interação de ANGII em receptores AT1 

em sítios prosencefálicos relacionados com a deflagração da sede, do apetite ao sódio e 

regulação da pressão arterial (JONKLAAS & BUGGY, 1984; 1985; FITZSIMONS, 1998). O 

tratamento subcrônico com E2 em ratas OVX por 7 dias reduz a ingestão de água induzida 

por ANGII ou isoproterenol (FREGLY & THRASHER, 1978; FITZSIMONS, 1998).  

Adicionalmente, a administração subcutânea (s.c) aguda de E2 reduz a ingestão espontânea de 

água (FINDLAY et al. 1979; FITZSIMONS, 1998). A injeção de benzoato de estradiol na 

região ântero-ventral do 3º ventrículo (AV3V) de ratas OVX diminui a sensibilidade à 

resposta dipsogênica provocada por ANGII, mas não por microinjeção i.c.v. de carbacol ou 

por administração s.c. de salina hipertônica. Neste sentido, a administração i.c.v. de E2 em 

ratas OVX atenua a resposta pressórica induzida pela injeção i.c.v. de ANGII (JONKLAAS & 

BUGGY, 1984; 1985; FITZSIMONS, 1998). Nesta mesma linha de raciocíneo, a 

administração sistêmica de E2 inibe a resposta natriorexigênica induzida pela privação de 

sódio em ratas OVX (STRICKER et al. 1991; FITZSIMONS, 1998).  

Recentemente (MECAWI et al. 2008) demonstraram que a terapia estrogênica ou o 

bloqueio AT1 central reduzem drasticamente as respostas comportamentais, particularmente 

de ingestão de sal durante o período noturno, período em que a atividade angiotensinérgica 

central é mais proeminente em ratos. De acordo com esses achados, a influência do “status” 

estrogênico na sinalização central parece ser mediada pela inibição de receptores AT1 

testados por de diferentes paradigmas experimentais.  

A incidência da hipertensão, particularmente aquela dependente do consumo de sal 

aumenta na mulher no período pós-menopausa, em ratas OVX, em cadelas e possivelmente 

em fêmeas de outras espécies durante a senescência (TIPPETT et al. 1987; CLARK et al. 



10 

 

2004; RECKELHOFF & FORTEPIANI, 2004; SANSOM et al. 2004; HINOJOSA-

LABORDE et al. 2000; 2004; NSOG et al. 2005). Tais efeitos parecem ser dependentes do 

papel protetor do E2 na modulação da expressão de receptores AT1 no prosencéfalo (KISLEY 

et al. 1999).  

 

1.5.1.2-Relação entre estrógeno e sistema serotoninérgico na homeostase 

hidroeletrolítica 

 

 Observações recentes no campo da neurobiologia da depressão têm dirigido atenção à 

plasticidade do sistema serotoninérgico em ratas OVX, comparando-as com aquelas tratadas 

cronicamente com E2. Neste sentido, vários estudos têm reportado o papel do E2 na 

modulação do sistema serotoninérgico (RUBINOW et al. 1998; HIROI et al. 2006; DONNER 

& HANDA, 2009; ;SUZUKI et al. 2013; LU & BETHEA, 2002; ROBICHAUD & 

DEBONNEL, 2005;  ROSSI et al, 2010; MCQUEEN et al. 1997; SUMNER et al. 1999). Tal 

papel parece exercer influências em todos os sistemas fisiológicos regulados pela 5-HT. 

Dentre esses sistemas, iremos reportar nessa avaliação o efeito na homeostase 

hidroeletrolítica. 

 Estudos têm demonstrado que o E2 modula a síntese e liberação de 5-HT (RUBINOW 

et al. 1998). Em relação à síntese de 5-HT, o E2 aumenta a expressão de TPH2 em distintas 

subregiões do NDR (HIROI et al. 2006). Tal efeito parece ser dependente da ativação de 

receptores ERβ (mas não ERα) pelo E2 no NDR (DONNER & HANDA, 2009; SUZUKI et 

al. 2013). O tratamento de macacas OVX com E2 + progestágeno aumentou a 

neurotransmissão serotoninérgica, em parte por diminuição (infra-regulação) da expressão de 

autorreceptores somatodendríticos 5-HT1A no NDR (LU & BETHEA, 2002). E ainda o 

tratamento com E2 restaura a sensibilidade da atividade neuronal serotoninérgica (menor 

responsividade à retro-alimentação negativa) aos agonistas 5-HT1A, em camundongas OVX 

(BOUALI et al. 2003). A administração i.c.v. de E2 aumenta a freqüência de descarga de 

neurônios serotoninérgicos do NDR (ROBICHAUD & DEBONNEL, 2005).  Evidências 

experimentais mostraram que o uso de agonista dos receptores ERβ é capaz de levar a 

dessensibilização do autorreceptor 5-HT1A no núcleo paraventricular (ROSSI et al. 2010). O 

E2 ainda  aumenta a expressão de 5-HT transportador (SERT) no NDR de animais OVX 

(MCQUEEN et al. 1997; SUMNER et al. 1999). Estas ações aumentam a transmissão 

serotoninérgica, que como já discutido no item 2, é um dos principais sistemas fisiológicos de 

regulação da homeostase hidroeletrolítica. 

Neste contexto, o envolvimento do sistema serotoninérgico na regulação do apetite ao 

sódio foi observado em ratas no estro e OVX-E2, onde foi evidenciada uma redução da 

ingestão de salina hipertônica neste grupo em condição de depleção de sódio. Atrelado a isso 

foi demonstrado um aumento da imunoexpressão de c-Fos/5-HT no NDR e c-fos no OVLT. 

Tal achado suporta hipótese da interação entre os neurônios excitatórios do OVLT e os 

neurônios inibitórios do NDR modular a resposta de saciedade ao sódio (DALMASSO et al. 

2011).  Esta interação parece desempenhar um papel na regulação do apetite e saciedade ao 

sódio. Essa hipótese é sustentada por uma possível modulação do E2 em exclusivo 

grupamento de neurônios serotoninérgicos segundo avançada concepção de ABRAMS et al. 

(2004) e CLARCK et al. (2006) de distintas e exclusivas funções moduladoras de 

comportamentos para diferentes sub-núcleos do NDR.  

A interação entre a modulação estrogênica na atividade do sistema serotoninérgico 

interferindo na homeostase hidroeletrolítica é pouco conhecida.  Dessa forma nosso alvo de 

estudo é compreender os mecanismos fisiológicos da associação da terapia substitutiva com 

E2 e um fármaco que altera a atividade serotoninérgica numa condição de desafio 
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homeostático. Nesse tripé os efeitos colaterais de associação de alguns fármacos podem 

acarretar resultados drásticos na manutenção da homeostase dos organismos vivos.  

 

 

1.5.1.3-Relação entre estrógeno e sistema ocitocinérgicos e vasopressinérgico na 

homeostase hidroeletrolítica 

 

 Além do efeito direto do E2 sob o sistema serotoninérgico interferindo na atividade, 

síntese e liberação de 5-HT, podemos ainda destacar a modulação estrogênica via os núcleos 

hipotalâmicos (NPV E NSO), destacando aqui os sistemas ocitocinérgicos e 

vasopressinérgicos. Evidências atuais corroboram a hipótese de que, além de um efeito 

natriurético da OT, esta apresenta um papel inibitório no controle do apetite ao sódio 

(AMICO et al. 2001). De fato, a administração central de OT diminui a ingestão de sal 

(STRICKER & VERBALIS, 1996). Sabe-se também que o estímulo osmótico determina um 

aumento na liberação de AVP e OT em ratos, uma vez que a ativação dos núcleos NPV e 

NSO, responsáveis pela síntese destes hormônios, pode ser mantida por estímulo osmótico 

crônico, por ingestão de solução salina hipertônica, ou por privação hídrica, sendo revertida 

pela ingestão de água (MIYATA et al. 1994). Estudos avaliando efeitos de OT em modelos de 

dieta hipossódica (MECAWI et al. 2013) e de expansão de volume (RUGINSK et al. 2007) 

demonstraram uma possível relação entre níveis plasmáticos de OT e efeito 

antinatriorexigênico. 

A mudança na concentração plasmática da AVP observada em tratamento com 

esteróides depende tanto da dose quanto do tempo de duração do tratamento com E2. Doses 

elevadas de E2 promovem uma diminuição da concentração AVP no plasma, independente do 

tempo de duração (PEYSNER & FORSLING, 1990). Recentemente estudos realizando 

análise imunohistoquímicas mostraram que animais submetidos a paradigma de estimulação 

osmótica (expansão de volume extracelular) resultam em aumento significativo da marcação 

de neurônios Fos/ocitocina positivos e Fos/vasopressina  positivos  no NPV e NSO. Tal efeito 

foi potencializado pela reposição de E2 (VILHENA-FRANCO et al. 2011). Outro modelo 

experimental realizado por MECAWI et al. (2011), avaliaram o efeito do E2 em ratos 

submetidos a redução de volume através do choque hemorrágico. A hemorragia induziu 

aumento da ativação de neurônios OT e AVP na região magnocelular do NPV e do NSO, e de 

neurônios AVP na região parvocelular medial do NPV.  

Observações experimentais fornecem evidências de expressão diferencial de receptor 

ER-α e ER-β no SNC (SIMONIAN et al. 1997). Tal diferença possivelmente tem uma 

importância fisiológica na resposta de determinadas estruturas cerebrais ao E2. Estudos 

neuroanatômicos têm fornecido informações detalhadas sobre a distribuição topográfica e 

abundância celular de ER-β no NPV e NSO em neurônios OT e AVP em ratos. Estudo 

realizado HRABOVSZKY et al. (2004) evidenciaram maiores proporções de ER-β em 

neurônios magnocelulares e parvocelulares vasopressinégicos do que ocitocinérgicos em 

topografia cerebrais similares em ratas OVX. Tal resultado possivelmente indica diferenças 

entre a capacidade de resposta ao E2 em distintas populações neuronais OT e AVP. Com 

relação ao receptor ao papel do ER-α nesta resposta fisiológica, este parece modular os 

neurônios OT e AVP do NPV por um mecanismo indireto devido à ação de elementos 

osmossensíveis localizados ao longo da lâmina terminal (SOMPONPUN et al. 2004). 
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1.6-Hormônios Ovarianos e comportamento Emocional 

Durante o ciclo menstrual em seres humanos e do ciclo estral em roedores, os níveis 

séricos E2 e P4 variar num padrão rítmico (GOLDMAN et al. 2007).  A influência dos 

hormônios ovarianos no comportamento emocional tem sido alvo de muitos estudos.  Os 

hormônios ovarianos têm efeitos pleiotrópicos no encéfalo e no corpo. A situação em que 

esses efeitos das oscilações hormonais podem ser mais evidenciados é alterações fisiológicas. 

Essas alterações podem ser representadas por retirada precoce dos ovários e com o 

envelhecimento e o aparecimento de senescência reprodutiva, o que pode produzir mudanças 

na qualidade de vida.  

Os esteróides ovarianos (E2 e P4) tem sido associado a comportamentos de medo e a 

ansiedade em seres humanos e animais, embora os mecanismos fisiológicos não são 

totalmente esclarecidos. Em algumas situações esses hormônios apresentam efeitos 

antagônicos entre si, onde P4 antagoniza E2 em resposta de ansiedade e medo (HIRONI & 

NEUMAIER, 2006). A P4 parece estar envolvida especificamente em respostas ansiogênicas 

(GALEEVA et al. 2003) mas efeitos ansiolíticos tem sido descritos como resultado das suas 

ações  não genômicas (FRYE et al. 2006). O E2 exerce um efeito ansiolítico 

predominantimente (TETEL & PFAFF, 2006; WALF & FRYE, 2010) apesar de haver 

evidencias de ações ansiogênicas mediadas por receptores de membrana (KASTENBERGER 

et al. 2011). Neste sentido, tem sido descrito que o efeito do E2 nestas desordens parece ser 

em parte, devido à modulação de neurotransmissores centrais como dopamina e serotonina em 

modelos de subordinação social (ASHER et al. 2013).  

 

1.6.1 Estrógeno e sistemas neuroendócrinos de regulação do estresse modulado pela 

corticosterona  

 

 O papel do estrógeno no eixo HHA tem sido amplamente estudado. Essa investigação 

tem sido consolidada a partir de dados epidemiológicos com relação às respostas ao estresse 

gênero específicas. Além disso, há uma diferença de gênero na etiologia de desordens de 

humor com incidência em fêmeas, de duas a três vezes maiores do que em machos.

 Evidências experimentais utilizando antagonista de E2 demonstraram um aumento 

significativo de ACTH e CORT plasmático no modelo de estresse de contenção. Estes dados 

sugerem que o E2 parece ser um fator de inibição importante na resposta ao estresse de 

fêmeas (YOUNG et al. 2001). Em condição de estresse agudo e crônico estudo tem 

evidenciado diferenças estatísticas entre os grupos OVX e OVX-E2 na resposta ao estresse. 

Esse estudo avaliou a essa resposta ao estresse através da expressão da proteína Fos no NPV, 

e os autores observaram que tanto o estresse agudo quanto crônico aumentou a expressão de 

Fos. Em contrapartida, a reposição com E2 reduziu o número de células Fos positiva no NPV 

(GERRITS et al. 2005). Posteriormente, outros autores evidenciaram que essa modulação era 

mediada pela CORT, pois ratas OVX-E2 apresentam aumento significativo da 

imunorreatividade para c-fos no NPV de ratos submetidos ao teste de supressão a 

dexametasona (WEISER & HANDA, 2009). 

Mediante as ações do E2 no HHA, estudos vinculados à expressão do tipo de receptor 

foram desenvolvidos para esclarecer as bases fisiológicas envolvidas em cada resposta a 

modulação estrogênica. Estudos têm mostrado que o receptor ER-β no NPV parece ser crítico 

para modulação de resposta do eixo HHA ao estresse, dependente de CORT circulante 

(ISGOR et al. 2003). Neste sentido, o receptor ER-α no NPV parece ser crítico para inibir a 

retroalimentação negativa exercida pela CORT.  

 



13 

 

1.6.2- Estrógeno e Comportamento Emocional 

O E2 tem sido descrito por exercer inúmeras influências sobre vários circuitos 

cerebrais. Durante o ciclo menstrual em mulheres são observadas alterações emocionais 

(TOUFEXIS et al. 2006).  Depressão e ansiedade ocorrem com bastante frequência em 

mulheres na menopausa. A reposição com E2 tem provado ser benéfica em vários casos de 

transtornos de humor durante a menopausa, porém há alguns efeitos adversos da terapia, tal 

como a ansiedade e disforia. De fato, algumas mulheres sentem-se melhor com baixos níveis 

de estrogênio ou mesmo quando há oscilações do mesmo (DEMETRIO et al. 2011).  

Neste sentido, estudos têm sido propostos para identificar os receptores responsáveis 

pelos efeitos adversos observados na terapia de reposição com E2. Enquanto os efeitos 

ansiolíticos do tratamento com estrogénio são principalmente atribuída aos receptores 

nucleares (TETEL & PFAFF, 2006) os efeitos ansiogênicos parecem depender de 

mecanismos não genômicos. Observações experimentais demonstraram que estimulação 

específica do GPR30 (receptor de membrana acoplado a proteína G) em macho e fêmea OVX 

induziu efeitos ansiogênicos (KASTENBERGER et al. 2011). Estudo recente sugere que o 

receptor GPR30 é altamente expresso em neurônios do NPV de ratos, envolvido na atenuação 

da sinalização de 5-HT1A (XU et al. de 2009). 

Vários estudos mostraram efeitos ansiolíticos do estradiol nos testes comportamentais, 

mas os mecanismos subjacentes não são totalmente claros. Estudos têm demostrado que esse 

efeito parece envolver a circuitaria monoaminégica e gabaérgica principalmente. Esse estudo 

comparativo utilizou ratas intactas na fase do proestro (elevado níveis de estrógeno), ratas 

OVX-E2 e OVX. O comportamento ansiolítico foi observado em ratas OVX-E2 em 

comparação ao grupo OVX. Já com relação ao grupo na fase do proestro foi observada uma 

resposta panicolítica. Esse estudo ainda demostrou que ratas OVX-E2 apresentam elevada 

expressão de TPH2 no mesencéfalo, resultado que demostram um possível envolvimento do 

sistema serotoninérgico na modulação estrogênica (PANDARANANDAKA et al 2008). O 

efeito do estrógeno na alteração do comportamento pode ser via modulação do sistema 

gabaérgico. Com efeito, ratas OVX apresentam esquivas inibitórias prejudicadas (resposta 

ansiogênica) no LCE, enquanto a latência de fuga não foi afetada (resposta panicolítica). Tais 

resultados foram acompanhados com aumento de receptor GABAA-α2, α3 e α4  em grupos 

OVX no mesencéfalo em relação aos grupos OVX-E2 (DAENDEE et al. 2013) 

Resultados controversos relacionados com a eficácia da terapia de reposição 

estrogênica para aliviar a depressão são frequentemente relatados. Dessa forma, estudos têm 

sido propostos para esclarecer os efeitos fisiológicos do tempo de tratamento bem como a 

dose utilizada de E2. Além disso, outro questionamento é acerca do início da reposição após a 

ovariectomia que simularia a menopausa. Nesta linha de raciocínio, evidências mostraram que 

ratos OVX por apenas uma semana apresentaram aumento do comportamento depressivo. 

Esse comportamento foi revertido com a administração de fluoxetina, um inibidor da 

receptação de serotonina, em 1, 3 e 12 semanas de tratamento e a reposição com 17-β-

estradiol apresentou ação antidepressivas. Essas ações antidepressivas ocorreram apenas 12 

dias após o tratamento (ESTRADA-CAMARENA et al. 2011). O tratamento com antagonista 

de E2 induziu comportamentos depressivos testados através do teste de nado forçado. 

Enquanto a reposição hormonal (E) parece ser um potente protetor contra a depressão 

(TEREK et al. 2012) . 

Neste trabalho, focaremos na modulação do E2 no sistema serotonérgico e com isso 

consideraremos um importante aspecto translacional que é investigar o papel do E2 no 

equilíbrio hidroeletrolítico, através de uma abordagem que interajam alguns fatores que 

podem ser associados na clínica, como reposição hormonal (E2), antidepressivo (agonista 5-

HT1A) e diurética (furosemida). 
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Frente as aspectos abordados nessa introdução, propomos testar as seguintes hipóteses:  

1) O tratamento subcrônico e com dose elevada de E2 é capaz de induzir inibição de 

apetite por sódio e sede, diminuição da excreção renal de sódio e ingestão 

alimentar/variação de peso diariamente via atividade/sinalização do sistema 

serotoninérgico.  

2) A reposição subcrônica e com dose elevada de E2 associada ao tratamento crônico com 

agonista de 5-HT1A é capaz de potencializar os efeitos periféricos e centrais do 

sistema serotoninérgicos na homeostase hidroeletrolítica após depleção de sódio. 

3) O tratamento crônico com agonista de 5-HT1A associado à reposição com E2 altera os 

parâmetros comportamentais de ansiedade e atividade exploratória. 
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2-OBJETIVO 

 

2.1-Geral: Examinar o efeito do uso crônico de um agonista de receptor 5-HT1A na resposta 

hidroeletrolítica, neuroendócrina em ratas OVX  em condição basal e após depleção de sódio 

e alterações comportamental em ratas OVX em condição basal e, adicionalmente, investigar a 

influência da terapia estrogênica mediante este desafio homeostático.   

 

2.2-Específicos:  

 

2.2.1- Avaliar o efeito do tratamento crônico com  agonista 5-HT1A  em ratas OVX e OVX-E 

sobre Ingestão de água e sódio, volume urinário, excreção renal de sódio, sódio plasmático, 

Ingestão de alimento e ganho de peso diário. 

2.2.2- Avaliar o efeito do tratamento crônico com agonista 5-HT1A em ratas OVX e OVX-E 

em condição basal e após depleção de sódio sobre a (s): 

(i) Ingestão de água e sódio, volume urinário, excreção renal de sódio, sódio 

plasmático, osmolalidade, hematócrito e proteína plasmática. 

(ii) Concentrações plasmáticas de ANG I, ANG II, AVP, OT, ANP e 

corticosterona. 

(iii) Expressão do RNAm para TPH2, GAD e 5-HT1A no NDR. 

(iv) Síntese de TPH2. 

2.2.3- Avaliar o efeito do tratamento crônico com agonista 5-HT1A em ratas OVX e OVX-E 

nos parâmetros comportamentais: 

(i) Comportamento de ansiedade pelo labirinto em cruz elevado 

(ii) Atividade exploratória pelo campo aberto 
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3-JUSTIFICATIVA 

 

O presente projeto integra a linha de pesquisa Influência do Sistema Serotoninérgico no 

Mecanismo de Saciedade ao Sal na qual investigamos os mecanismos centrais implicados 

com o controle da sede e do apetite ao sal, e as respectivas respostas ingestivas 

comportamentais, bem como, as respostas excretoras renais. Portanto, no presente estudo 

avaliamos a influência da reposição estrogênica subcrônica sobre as respostas 

comportamentais induzidas numa situação experimental de tratamento crônico com um 

agonista do receptor 5-HT1A, bem como investigamos os mecanismos implicados com o 

controle neuroendócrino da ingestão de sal e água em ratas OVX.  Neste contexto, damos 

continuidade aos estudos que objetivam compreender o papel do sistema serotoninérgico 

centrais na regulação da ingestão de água e sal, particularmente no processamento de sinais 

víscero-sensoriais e na transmissão de informações às estruturas proscerebrais que 

participams com a gênese da sede e do apetite ao sódio e na ativação de mecanismos 

autonômicos e neuroendócrinos reguladores da excreção de água e sódio (REIS et al. 1994; 

BADAUÊ-PASSOS et al. 2001; 2003; LIMA et al. 2004; OLIVARES et al. 2003; 

CAVALCANTE-LIMA et al. 2005a; 2005b; REIS 2007; FONSECA  et al. 2009). E 

adicionalmente avaliar o “status” do comportamento de ansiedade e locomoção da associação 

da reposição estrogênica ao tratamento crônico com 8-OH-DPAT.  
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4-MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1-Apreciação Bioética da Experimentação Animal no Projeto 

O presente projeto está enquadrado em linha de pesquisa do Departamento de Ciências 

Fisiológicas e foi previamente analisado pela Comissão de Ética na Pesquisa da UFRRJ 

(COMEP-UFRRJ, processo número 23083.006757/2010-10). 

Todas as manipulações experimentais foram executadas em consonância com o Guide 

for the Use of Laboratory Animals, publicado por USA National Institutes od Health (NIH 

publication No. 85-23, revisado em 1996) e de acordo com a Lei número 11794 de 8 de 

Outubro de 2008. Abaixo são discriminados aspectos técnico-científicos para a avaliação 

bioética da experimentação animal.  

1) Nos grupos experimentais descritos no projeto em questão foram utilizados 6 a 14 

animais (por grupo). Neste estudo foram pouco frequentes os protocolos com 

amostragem acima de 10 animais. A utilização de eventuais amostragens com um 

número maior foi necessária para minimizar a elevada variância que se verifica em 

alguns fenótipos fisiológicos avaliados. Este item é executado de acordo com os 

princípios dos 3 Rs estabelecidos por RUSSELL & BURCH (1959) e transformados 

em alternativas por SMYTH (1978). 

2) Para coleta dos tecidos e plasma os animais foram decaptados. 

3) Os animais sobreviventes dependendo do protocolo experimental tiveram o destino 

que se segue: 

a) Eutanásia com anestésico geral (tiopental sódico, 100 mg/kg, ip) e posterior 

condicionamento em sistema de refrigeração (congelador) até a data da incineração no 

Instituto de Veterinária ou doação (espontânea ou de acordo com solicitação) para o CETAS-

IBAMA, Seropédica.  

b) Descarte e doação (espontânea ou por solicitação) ao CETAS-IBAMA, Seropédica ou 

outras entidades e órgãos institucionais com o objetivo de alimentação de répteis ou aves de 

rapina. 

 

Finalizando essa abordagem, é importante ressaltar que todos os esforços foram feitos a fim 

de minimizar o sofrimento e proporcionar bem estar aos animais utilizados nesse estudo. 

 

 

4.2-Animais utilizados 

Foram utilizadas ratas Wistar, albinas, com peso 200-250g no ato da ovariectomia. O 

número, ou seja, o N experimental variou de 6 a 14 animais por grupos. Os animais foram 

mantidos em gaiolas contendo alimento (ração peletizada padrão, Purina) e bebedouro 

contendo água ad libitum. As gaiolas foram colocadas no biotério do Departamento de 

Ciências Fisiológica da UFRuralRJ ou no boitério do Departamento de Fisiologia da 

FMRP/USP. Nesta sala os animais são habituados com um sistema de controle do ciclo 

claro/escuro que inicia as 19:00 e termina as 7:00 (12 horas claro: 12 horas escuro) e 

temperatura ambiental ( ± 25 
o
C).  

 

4.3-Procedimentos cirúrgicos de Ovariectomia 

Todos os animais utilizados foram submetidos à ovariectomia (OVX) de acordo com 

os trabalhos listados (MECAWI et al. 2007; MECAWI et al. 2008; MECAWI et al. 2011; 

VILHENA-FRANCO et al. 2011) que utilizam somente animais OVX. A ovariectomia foi 
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realizada em ratas anestesiadas (quetamina, 60 mg/kg + xilazina, 7,5 mg/kg, IP). A pele e a 

musculatura foram incisadas longitudinalmente, na linha média próxima ao nível dos rins, 

abaixo da última costela. Imediatamente o ovário foi identificado e exteriorizado. Em seguida 

foi executada a ligadura das tubas uterinas e artérias ovarianas, e em seguida foi realizada a 

retirada dos ovários. As tubas uterinas foram reposicionadas dentro do abdome e foi realizada 

a sutura local. Após cirurgia os animais foram tratados com dose profilática de pentabiótico 

veterinário (Fort Dodge Saúde Animal) sendo que a via de administração utilizada foi 

subcutânea (SC) e posteriormente os animais foram mantidos em gaiolas coletivas.  

 

4.4-Terapia substitutiva: 

4.4.1-Tratamento com estrogênica 

  As ratas ovariectomizadas foram divididas em dois grupos experimentais, a saber: (i) 

Grupo de ratas ovariectomizadas (OVX); (ii) Grupo de ratas ovariectomizadas tratadas com 

benzoato de estradiol (OVX-E2). O Ciprionato de estradiol foi solubilizado em veículo oleoso 

sendo utilizado o óleo vegetal de milho (20 μg/animal, SC, diariamente, durante duas 

semanas). Nosso grupo, todavia, utiliza uma dose suprafisiológica mimetizando os níveis de 

estrógeno circulante em fêmeas no último terço de gestação. A aplicação consistiu em um 

volume de 0,1 ml/animal. Dessa forma o grupo controle representado por ratas OVX foi 

tratado com o veículo (0,1 ml/animal, SC). 

 

4.4.2-Avaliação da substituição hormonal 

Para essa avaliação determinamos o peso relativo do útero dos animais comparando o 

grupo OVX-E2 e OVX. De acordo com a figura e gráfico abaixo, podemos avaliar a 

confirmação da reposição, uma vez que um dos principais efeitos do estrógeno é promover 

hipertrofia uterina, que resulta no aumento do peso relativo, dado este observado no grupo 

OVX-E2. Podemos verificar um aumento significativo do peso uterino do grupo OVX-E2 que 

nos norteia a afirmar a efetiva reposição hormonal nestes grupos. 

 

Figura 2: A Comparação qualitativa e B: Comparação quantitativa da reposição hormonal 
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4.5- Fármacos utilizados 

4.5.1-Para avaliar o sistema serotoninérgico  

O 8–hidroxi–2–di–n–propilamino tetralina (8-OH DPAT), um agonista de receptor 5-

HT1A (adquirido da Sigma-Aldrich), foi dissolvido em salina isotônica 0,9% (veículo). O 

tratamento com 8-OH DPAT foi realizado pela via de administração intraperitoneal (IP) na 

dose de 250µg/Kg durante sete dias.  

 

4.5.2-Depleção de sódio 

Metade dos grupos experimentais foi submetida ao procedimento padrão para 

depleção de sódio através da administração de furosemida (20 mg/kg, SC) uma substância 

diurética/natriurética, inibidora do co-transporte 1Na+, 2Cl-, 1K+ no ramo ascendente espesso 

da alça de Henle. Durante 24 h os animais tiveram acesso à água destilada e dieta alimentar 

pobre em NaCl (fubá). Devido ao seu potente efeito natriurético/diurético, a furosemida é 

amplamente empregada como modelo exequível de indução de hiponatremia e hipovolemia 

em ratos, objetivando induzir a avidez por sal, ou seja, o apetite ao sódio (FITZSIMONS, 

1998; BADAUÊ-PASSOS et al. 2003; 2007; OLIVARES et al. 2003; CAVALCANTE-LIMA 

et al. 2005a; 2005b; REIS, 2007; FONSECA et al. 2009). 

 

4.6-Aferição da ingestão de água e sódio e coleta de urina 

A aferição da ingestão de água e sódio (através da oferta de NaCl, 1,8%) foi realizada 

em gaiolas metabólicas dotadas de bebedouros volumétricos. A salina hipertônica é 

normalmente aversiva ao paladar de ratos. A ingestão de fluidos é expressa em ml/100g por 

períodos variáveis, de acordo com o protocolo experimental (diária e 30, 60, 120 minutos 

após a reapresentação de fluidos). O índice de preferência por sódio foi quantificado pelo 

volume de ingestão de salina hipertônica dividido pelo volume de fluidos totais (volume de 

salina hipertônica + volume de água). 

A coleta da urina foi realizada diariamente e no dia do experimento no tempo 0 que 

corresponde ao período anterior à oferta de fluidos. Após a oferta de fluidos a urina foi coleta 

no tempo de 120 minutos. A coleta da urina, além de mensurar o volume urinário, também foi 

utilizada para verificar concentrações urinárias de sódio. 

 

4.7-Coleta de sangue 

A coleta do sangue foi realizada por decapitação. O sangue foi colocado em três tubos, 

(1) em tubos de micro-hematócrito para mensuração de hematócrito, (2) no tubo contendo 

heparina (10 μL/mL), para avaliação de proteína, sódio, osmolalidade plasmática, CORT, 

AVP, OT e (3) tubos contendo inibidores de peptidases para as dosagens de ANP, ANG I e II. 

Esses inibidores são basicamente constituídos de benzoato p-hidroximercurio 1 mM , 10-

fenantrolina 30 mM, PMSF 1 mM, pepstatina A 1 mM, EDTA 10% sendo todo  procedimento 

realizado sobre gelo. O plasma foi obtido após centrifugação (20 minutos, 3000 rotações/min 
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a 4 ºC) e estocado a -20 ºC até o momento dos procedimentos padrões para realização da 

mensuração por técnicas específicas.  

 

4.7.1-Avaliação de hematócrito, osmolalidade, proteína e sódio plasmático. 

 Para aferição do hematócrito, o sangue foi coletado em tubos de microhematócrito e 

centrifugado (centrífuga FANEM) durante cinco minutos. Em seguida, foi utilizada uma 

escala de microhematócrito para determinação do mesmo.  

 Para a determinação da osmolalidade plasmática foram utilizados 350 microlitros de 

plasma em um osmômetro de bancada (GONOTEC). 

 Para dosagem de proteínas plasmáticas, o plasma foi diluído (1:200) e foram utilizados 

10 microlitros do plasma diluído associado a 200 microlitros do corante diluído (1:5) em um 

leitor de ELISA (BIORAD). 

 Para quantificação do Na
+
 plasmático o plasma foi diluído (1:100), já com relação Na

+
 

urinário a urina foi diluída (1:200) e imediatamente após a diluição, o Na
+ 

foi dosado em um 

fotômetro de chama (modelo MICRONAL b262).  

Todas as aferições mencionadas foram realizadas em duplicata. 

 

4.7.2-Procedimentos para dosagens hormonais 

 

4.7.2.1-Extração de hormônios 

 

Todos os procedimentos de extração foram realizados sobre gelo. 

 

4.7.2.1.1- AVP e OT. 

A AVP e OT foram extraídos do plasma com acetona e éter de petróleo: 1 mL de 

plasma foi transferido para um tubo contendo 2 ml de acetona gelada (MercK, Brasil), 

seguido por agitação de 30 segundos e centrifugação (2500 rpm, 25 min, 4°C); 

posteriormente, o sobrenadante foi decantado para um tubo contendo 2 mL de éter de petróleo 

(Reagen, Brasil), sendo submetido à agitação e reservado durante 2 min; o sobrenadante (éter 

de petróleo) foi desprezado por aspiração e o líquido restante (acetona) contendo AVP e OT 

foi submetido ao processo de liofilizacão. No momento do ensaio, o produto liofilizado foi 

ressuspenso com 250 μL de tampão do ensaio.  

 

4.7.2.1.2- Corticosterona.  

A extração de corticosterona foi realizada a partir da adição de 1 mL de etanol (4 ºC) a 

25 μL de plasma, sendo logo em seguida submetido à centrifugação (2500 rpm, 15 min, 4°C). 

Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para outro tubo e liofilizado. No momento do 

ensaio, o produto liofilizado foi ressuspenso com 1,5 mL de tampão do ensaio e pipetado em 

duplicata. 
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4.7.2.1.3- ANG I, ANGII e ANP. 

Nesta extração foram utilizados 1 ml de plasma que foi imediatamente acidificado 

com 2 mL de TFA. As extrações de ANP, ANG I e II foram realizadas em colunas Bond-Elut 

(Peninsula  Laboratories, EUA). Essas colunas foram submetidas a uma pré-ativação com 4 

mL de uma solução  de acetonitrila a 60% (Merck, EUA) diluída em TFA 0,1% (solução A) 

seguido de 20 mL de TFA  0,1% (solução B). Após esse procedimento as amostras de plasma 

foram colocadas individualmente nas colunas e eluidas novamente com mais 20 mL de 

solução B. Os peptídeos absorvidos foram então eluídos em 3 mL de uma solução a 60% de 

acetonitrila em TFA 0,1%, sendo coletados em tubos com dimensões 12 x 75 mm e 

liofilizados. No momento do ensaio, o liofilizado foi ressuspenso em 400 μL de tampão de 

ensaio.  

 

4.7.2.2-Eficiência da extração dos hormônios. 

Para determinar a eficiência da extração dos hormônios pelos métodos utilizados, uma 

quantidade de (~ 25.000 cpm) do peptídeo marcado (com 125I) foi adicionada a 1 mL de 

plasma, o qual foi submetido às extrações, como descrito acima. Os sobrenadantes e os 

precipitados, gerados em cada uma das etapas da extração, foram analisados no contador 

gama e, a partir dos valores de suas radioatividades obtidas, foi calculada a proporção do 

hormônio recuperado no final do processo de extração. A extração foi considerada eficiente 

quando a porcentagem de recuperação do hormônio marcado foi acima de 80%. Os anticorpos 

específicos para ANG I e II, AVP e OT foram obtidos a partir da Peninsula Inc. (San Carlos, 

CA, USA; ANG I: T4166; ANG II: T4007; AVP: T4561; e OT: T4084), e aquele para ANP 

foi gentilmente cedido por Jolanta Gutkowska (Hotel Dieu, University of Montreal, Canada).  

O anticorpo específico para CORT foi adquirido da Sigma (Missouri, USA)  especificação 

1,2,6,7-3H-corticosterone da empressa americana GE Healthcare Life Sciences (New Jersey, 

USA). 

 

4.8-Radioimunoensaio 

Todas as dosagens hormonais foram realizadas através de radioimunoensaios 

específicos usando as técnicas descritas por ELIAS et al. (1998), HAANWINCKEL et al. 

(1995), GUTKOWSKA et al. (1984), VECSEI (1979), MOREIRA et al. (1987), BOTELHO 

et al. (1994), para AVP, OT, ANP e ANGII. 

Todos os ensaios/dosagens foram realizados em duplicata. 

Inicialmente devemos salientar que a metodologia descrita acima está implementada e 

tem sido rotineiramente utilizada no laboratório de Neuroendocrinologia Básica e Aplicada do 

Departamento de Fisiologia da FMRP-USP. 

 

4.9-Coleta do tecido ecefálico 

Os cérebros foram retirados da calota craniana e imediatamente congelados em gelo 

seco. Em seguida foi realizado o “punch” do inglês que significa uma punção para retirada do 

NDR em criostato de acordo com as coordenadas PAXINOS & WATNSO (2004). 

Posteriormente os cérebros foram conservados a -80 ºC até o momento da extração do RNAm 

para o RT-PCR. Todo o procedimento foi realizado em condição livre de RNAse. 
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4.9.1-PCR em tempo real  

As dissecções das estruturas foram realizadas segundo as coordenadas do atlas de 

PAXINOS & WATNSO (2004). Essas estruturas foram adicionadas a tubos RNAse-“free”, 

contendo 750 µl de solução monofásica de phenol/guanidinium thiocianate (Trizol®) de 

acordo com as instruções do fabricante (Gibco), agitados vigorosamente por 15 segundos e 

incubadas a temperatura ambiente por 2-3 min. As amostras foram posteriormente 

centrifugadas por 15 min a 12.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

(contendo o RNA total) foi solubilizado em 100 µl de água tratada com DEPC. Uma alíquota 

foi removida para verificar a integridade do RNA em gel agarose 1,5% e a eletroforese 

realizada durante 60 min a 80V.  Para a extração do RNA total (a partir do material obtido 

com a técnica de “PUNCH”), utilizamos o Kit PicoPure RNA Isolation (Arcturus 

Biosciences). Assim como o radioimunoensaio a metodologia descrita a seguir está 

implementada e tem sido rotineiramente utilizada no laboratório de Neuroendocrinologia 

Básica e Aplicada do Departamento de Fisiologia da FMRP-USP. 

A análise semi-quantitativa de expressão gênica foi realizada por meio de reação da 

transcriptase reversa em tempo real (Taqman®-pcr). Amostras de RNA total do núcleo NDR, 

extraídos foram submetidas à reação da transcriptase reversa em tempo real. As sequências de 

cDNA foram enviadas para a empresa Applied Biosystems ®  para a construção dos 

iniciadores. Sondas para o gene TPH2 e 5-HT1A foram marcadas com repórter fluorescente 

6-carboxi-4,7,2’,7’-tetraclorofluoresceína (TET). As reações foram realizadas em volumes de 

50 µl contendo 50 ng de RNA total utilizando o sistema de detecção TaqMan EZ RT-PCR 

(Perkin Elmer, Foster City, CA cat# N808-0235). As reações com 40 ciclos foram realizadas 

em um instrumento ABI PRISM 7000 (Catálogo 4330087, Perkin Elmer, Foster City, CA), 

cujo aparelho caracteriza-se por possuir um termociclador acoplado a uma câmara de CCD. A 

amplificação da sequência alvo foi detectada em tempo real pela emissão de fluorescência, 

que ocorreu quando existia formação de dupla fita na região codificada pelo par de 

iniciadores. Foi considerada expressão do gene, amostras que apresentaram intensidades de 

fluorescência acima de dois desvios padrão da média das intensidades dos controles negativos 

(com ausência de RNA). 

PCR foi realizada em um equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, EUA). Foram utilizadas as seguintes sondas: TPH2, 5-HT1A e GAD.  Foi 

realizada a curva de eficiência da amplificação para cada sonda no tecido estudado. Cada 

amostra foi analisada em triplicata. Água livre de cDNA foi usada como controle negativo. A 

β-actina foi utilizada como gene controle para normalizar as reações e realizar a quantificação 

relativa da expressão gênica.  

Na analise da curva de eficiência relativa, montamos uma curva contendo cinco pontos 

em cada placa para os genes alvo e controle com base nesta curva e no Ct de cada amostra. 

Dessa forma, obtivemos as concentrações de RNAm nas amostra. Após essa etapa, avaliamos 

matematicamente os valores para uso trabalhando com a divisão da quantificação do gene 

alvo pelo do gene controle. Na analise pelo método do threshold cycle (Ct) cada amostra teve 

seu Ct determinado e normalizado pelo Ct do 14 gene de referência (ΔCt = Ctalvo – Ctgene 

de referência). A expressão do RNAm nas amostras desconhecidas foi determinado por 2− 

ΔΔCt, onde ΔΔCt = ΔCtdesconhecido − ΔCtControle. Todos os dados apresentados amostram 

relativas à expressão do RNAm em relação ao grupo  controle. 
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4.9.2-Western bloting 

Amostras de tecidos cerebrais foram obtidas por “punch” (microdissecção) com 

agulha de diâmetro de secções coronais com 2000μm para NDR segundo as coordenadas do 

atlas de PAXINOS & WATNSO (2004). Essas amostras foram em seguida homogeneizadas 

no tampão Tris-HCl (pH 7,2). Este tampão é constituído por um “mix” de inibidores de 

protease e fosfatase (1 mg/mL de aprotinina, leupeptina, PMSF, pirofosfato de sódio, fluoreto 

de sódio e ortovanadato de sódio). Logo em seguida, o material biológico foi centrifugado a 

uma rotação de 15.000 rpm durante 40 minutos sendo a  4 ºC. Após a centrifugação 

realizamos a quantificação proteica das amostras, sendo sempre em duplicata. A dosagem de 

proteína foi realizada pelo método de BCA, e utilizando o espectrofotômetro com 

comprimento de onda de 562 nm. A solubilização das amostras foram feitas em tampão (20% 

de 4-glicerol, Tris 1M pH 6,8, SDS 4%, DTT 0,1M, azul de bromofenol 0,02%; pH 6,8) a 

95ºC por 5 minutos e aplicadas em gel de eletroforese SDS-SCPE 10%, com 0,75 mm de 

espessura. Imediatamente realizamos a eletroforese e logo em seguida a transferência das 

proteínas para uma membrana de nitrocelulose 0,45 mm. Posteriormente, a membrana foi 

incubada em solução de bloqueio (TBS-T e 10% albumina sérica bovina) por 90 minutos.  

Realizado o bloqueio, incubamos a membrana sob agitação à temperatura de 4ºC, 

overnight com anticorpo primário rabbit anti-β-actina 1:1000, TPH2 1:10.000 em solução 

contendo TBS-T e 5% de albumina de sérica bovina. Logo em seguida, foi realizada a 

incubação da membrana com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho conjugado à 

peroxidase (Cell Signaling  Technology, EUA), sendo a diluição na proporção de 1:3.000 em 

solução contendo TBS-T e 5% de  albumina sérica bovina, durante um período de 1 hora. Por 

fim, a membrana foi incubada durante 6 minutos com uma mistura de reagentes contidos no 

kit de quimioluminescência amplificada (ECL 17 Plus, GE-Amersham, EUA). A detecção por 

quimioluminescência foi realizada em sistema de detecção Chemidoc XRS + Imaging System 

(BioRad, EUA), com exposição de 90 segundos.  

 

4.10-Avaliação comportamental 

4.10.1-Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE). 

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um dos modelos de avaliação de ansiedade em 

ratos e camundongos mais largamente utilizados na pesquisa. O LCE é um teste de ansiedade 

amplamente utilizado tanto para a investigação de fármacos ansiolíticos, quanto para 

investigar as bases neurofisiológicas da ansiedade. No ano de 1984, Handley e Mithani 

validaram o teste através de avaliações experimentais com agonistas e antagonistas alfa-

adrenérgicos. Neste trabalho eles constataram que drogas como o diazepam (ansiolíticos) 

eram capazes de aumentar a proporção do número de entradas nos braços abertos em relação 

ao total de entradas (braço aberto + braço fechado), enquanto os agentes ansiogênicos, como a 

picrotoxina, diminuíam esta proporção (HANDLEY & MITHANI, 1984). A proposta do teste 

foi baseada no comportamento natural dos animais, não oferecendo nenhum tipo de punição 

aos mesmos. O uso deste teste para a detecção de tais efeitos foi validado através de avaliação 

de parâmetros comportamentais, fisiológicos e farmacológicos (PELLOW et al. 1985) . 

O aparato utilizado neste teste foi construído em madeira, constituído por dois braços 

abertos unidos perpendicularmente a dois braços circundados por paredes (braços fechados). 

Como é elevado, esse se encontra a 50 cm acima do solo. As dimensões dos braços abertos 

são (50 x 10 x 1cm) e dos braços fechados (50 x 10 x 40 cm), também opostos, em forma de 
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cruz grega, conectados por uma plataforma central (10 x 10 cm). O teste foi conduzido sob 

luz vermelha (85 lux), em ambiente de penumbra.  

Neste teste foram avaliados os parâmetros principais que incluem número de entradas 

nos braços abertos e fechados, o tempo de permanência nos braços abertos, fechados e na 

plataforma central, e porcentagem do número de entradas e tempo de permanência nos braços 

abertos e/ou plataforma central em relação aos braços fechados. Numa avaliação secundária 

foram mensurados os índices comportamentais relativos ao número de bolos fecais, 

exploração vertical (rearing), autolimpeza (grooming), postura estendida (stretched attend 

posture – SAP) e mergulho de cabeça (head dipping - HD). 

 

4.10.2-Teste do Campo Aberto (CA). 

O campo aberto foi inicialmente elaborado para avaliar parâmetros emocionais em 

ratos. Essa elaboração foi realizada por Hall (1934). Esse teste consiste em submeter o animal 

a um ambiente novo e observar os comportamentos de rearings, tempo de autolimpeza 

(grooming), defecação, tempo gasto para deixar a área central e observar comportamentos 

como locomoção (número de linhas cruzadas no chão da arena pelo animal). Neste modelo os 

roedores têm certa preferência a permanecer na periferia do aparelho, normalmente próximos 

às paredes, tal comportamento é caracterizado pela tigmotaxia (RAMOS et al. 1997; 

CAROLA et al. 2002). A tigmotaxia está vinculada a esquiva de áreas abertas, desconhecidas 

e potencialmente perigosas. No LCE a tigmotaxia está atrelada a aversão do animal a 

permanecer no braço aberto. Mediante a isso, a tigmotaxia é um parâmetro relacionado à 

ansiedade no CA e LCE (CHOLERIS et al. 2001). A utilização deste modelo na avaliação da 

ansiedade tem como fundamentação o estudo da ambulação e permanência do animal na 

região central. Aumento da ambulação e maior permanência na região central seriam 

indicativos de uma redução da ansiedade (CHOLERIS et al. 2001). Entretanto, esta proposta 

tem sido criticada por alguns autores, já que as medidas avaliadas parecem influenciar mais os 

fatores como atividade locomotora e exploração.  

Consiste em uma arena circular com 60 cm de diâmetro. O chão é dividido em 12 

seções, circundado por uma parede circular de parede lateral de aço com 50 cm de altura e 

piso consistindo de madeira pintada de branco com linhas pretas. O número de áreas 

invadidas com as quatro patas pelo animal foi quantificado (ambulação). Neste teste o animal 

foi colocado na região central e os parâmetros comportamentos foram registrados durante 5 

minutos. 

Os parâmetros utilizados foram número de ambulações na periferia (áreas com paredes 

laterais); número de ambulações no centro (áreas sem contato com paredes laterais); tempo de 

imobilidade na periferia; tempo de imobilidade no centro; número de rearings (elevações nas 

patas traseiras); tempo e número de grooming (autolimpeza); número de espreitas no centro; 

número de espreitas na periferia; número de bolos fecais. 

 

4.11-Análise estatística dos resultados 

Os resultados obtidos foram expressos em forma de médias ± erro padrão da média 

(EPM) e submetidos à análise da variância (ANOVA) de duas vias ou de três vias (fatorial) 

seguida do pós-teste de Bonferroni. Os valores médios serão comparados nos diferentes 

tratamentos e condições experimentais com o nível de significância estabelecido em 5%. 
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4.12-Procedimentos experimentais 

Os animais constituiram os seguintes procedimentos  experimentais:  

 

1) Estudo dos parâmetros hidroeletrolíticos diários (ingestão de água, salina, 

volume urinário e sódio urinário) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas 

cronicamente com 8-OH-DPAT ou veículo. 

Os animais foram colocados em gaiolas metabólicas individuais antes da cirurgia de 

ovariectomia para ambientação, e os respectivos grupos foram submetidos à avaliação 

da ingestão de água, salina hipertônica (1,8%), volume urinário e excreção de sódio. 

Essa avaliação ocorreu durante todo período da reposição hormonal e do tratamento 

com 8-OH-DPAT (figura 3). 

2) Estudo da ingestão alimentar e variação de peso corporal diário em ratas OVX e 

OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT. 
Estes parâmetros foram avaliados em gaiolas metabólicas individuais, de acordo com 

o protocolo acima (1). 

3) Estudo dos parâmetros hidroeletrolíticos (ingestão de água, salina, volume 

urinário, sódio urinário e plasmático, osmolalidade plasmática, proteína 

plasmática e hematócrito) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 

8-OH-DPAT ou veículo em condição basal e após depleção de sódio. 
Neste procedimento experimental os parâmetros ingestão de água, salina, volume e 

sódio urinário foram realizados em gaiolas metabólicas.  Nesta avaliação os animais 

foram divididos em grupos submetidos à (i) depleção de sódio (furosemida a 20mg/kg, 

com acesso livre à água, 24 horas anterior ao experimento) e em (ii) condição basal. 

Para a avaliação do sódio, osmolalidade, proteína plasmática e hematócrito os animais 

foram eutanasiados por decapitação para coleta do plasma no tempo zero do décimo 

terceiro dia como descrito na figura 3. 

. 

4) Avaliação por radioimunoensaio dos parâmetros neuroendócrinos (ANG I, 

ANGII, OT, AVP, ANP, CORT) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente 

com 8-OH-DPAT ou veículo em condição basal e após depleção de sódio. 

Assim como no procedimento 3 os animais foram divididos em grupos submetidos à 

(i) depleção de volume e (ii) condição basal. A mensuração deste parâmetro foi 

realizada pela coleta do plasma e mensurada pela técnica de radioimunoensaio no 

tempo zero do décimo terceiro dia como descrito na figura 3. 

5) Estudo da expressão gênica no NDR (TPH2 e 5-HT1A, GAD) em ratas OVX e 

OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT em condição basal e após 

depleção de sódio. 
Neste procedimento os grupos foram os mesmo do anterior, sendo nesta análise a 

coleta do encéfalo (especificamente o “punch” do NDR, região mesencefálica) para 

quantificação do RNAm dos respectivos genes descritos acima. A análise foi realizada 

pela técnica de PCR no tempo zero do décimo terceiro dia como descrito na figura 3. 

 

6) Estudo da síntese protéica no NDR (TPH2) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas 

cronicamente com 8-OH-DPAT em condição basal e após depleção de sódio. 

Para quantificação da TPH2 os animais foram separados de acordo com os protocolos 

2, 3, 4 sendo “punch” realizado com uma agulha de diâmetro 2 mm. Neste 

procedimento a quantificação da TPH2 foi realizada pela técnica de Western Blot. 
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7) Estudo dos parâmetros comportamentais (LCE e CA) em ratas OVX e OVX-E2 

tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT em condição basal. 

Neste parâmetro os animais foram avaliados apenas em condição basal, os animais 

foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado para avaliação 

comportamental relacionada a alterações de ansiedade por 5 minutos e imediatamente 

foi avaliada a atividade locomotora pelo campo aberto por 5 minutos. 

A figura abaixo representa os procedimentos experimentais descritos acima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-Representação esquemática dos protocolos experimentais. 
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5-RESULTADOS 

 

5.1- Estudo dos parâmetros hidroeletrolítico diários: 

 

5.1.1- Ingestão de água, salina, preferência por sódio em ratas OVX e OVX-E2 tratadas 

cronicamente com 8-OH-DPAT. 

 

              Na figura 4A podemos evidenciar que no quarto dia ocorreu uma redução 

significativa (10,57  0,54 vs 13,20 0,43 ml/100g: P<0,05) da ingestão de água no grupo 

OVX-E2 em relação ao grupo controle (OVX). Tal resultado também foi observado no quinto 

dia (10,98 vs 13,32 ml g P<0,05). Na análise da ingestão de salina 

hipertônica (figura 4.1B) observamos uma menor ingestão no grupo OVX-E2 em relação ao 

grupo OVX no quarto, quinto e sexto dia respectivamente (3,05  0,74 vs 6,33 

ml/100g: P<0,05; 1,88 vs 4,92 ml/100g: P<0,05; 1,21 vs 4,15 

ml/100g: P<0,05). Ainda na figura 4B observamos que no primeiro dia (no gráfico 

corresponde ao sétimo dia) após a administração de 8-OH-DPAT há uma resposta 

natriorexigenica do grupo OVX-8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX-E2-8-OH-DPAT 

(3,31 vs 1,40 ml/100g P<0,01). Esse efeito ainda é observado no dia seguinte, 

ou seja, no segundo dia de administração de 8-OH-DPAT (no gráfico corresponde ao oitavo 

dia). O gráfico demonstra um aumento da ingestão de salina no grupo OVX-8-OH-DPAT em 

comparação ao grupo OVX (5,18 0,68 vs 2,13  ml/100g: P< 0,001) e esse aumento 

também é observado em relação ao grupo OVX-E2-8-OH-DPAT (5,18 0,68 vs 1,88 0,52 

ml/100g: P<0,001). Avaliamos ainda o índice de preferência por sódio diário como observado 

na figura 4C. Nesta mensuração, podemos evidenciar uma menor preferência no grupo OVX-

E2, no sexto dia em relação ao grupo OVX (0,079  0,020 vs 0,22 P<0,01). No 

segundo dia após a administração de 8-OH-DPAT (dia 8 no gráfico) podemos observar um 

aumento significativo da preferência por sódio no grupo OVX-8-OH-DPAT em comparação 

ao grupo OVX (0,32 vs 1,4 P<0,001) 
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Figura 4: Avaliação da ingestão diária de água (A), ingestão de salina hipertônica (1,8%) (B) e 

preferência por sódio (C) em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (OVX-
E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veículo. 

a
P<0,05;

aa
 P<0,01: compara OVX-E2 vs 

OVX.  
bbb

P<0,001 compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX. 
c
P<0,05;

cc
 P<0,01; 

ccc
P<0,001: Compara 

OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT OVX. ANOVA três vias. 

 

5.1.2- Volume urinário, sódio urinário em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente 

com 8-OH-DPAT. 

 

Na avaliação do volume urinário diário como observado na figura 5A podemos 

evidenciar um menor volume urinário especificamente no dia 8 no grupo OVX-E2-8-OH-

DPAT em comparação ao grupo OVX-8-OH-DPAT (7,54 vs 12,28 1,21 ml, P<0,05). 

Ainda na figura 5A observamos uma redução estatística do volume urinário no grupo OVX-

E2 em comparação ao grupo OVX no último tempo avaliado que corresponde ao décimo 

segundo dia (8,94 vs 14,25  ml, P<0,001

Na excreção renal de sódio visualizada na figura 5B observamos uma menor 

significativa na concentração urinária de sódio no grupo OVX-E2 em relação ao grupo OVX 

(615,95 vs 1208,9 mEq/l, P<0,05) no sexto dia. No segundo dia de 

administração de 8-0H-DPAT que equivale ao oitavo dia do gráfico evidenciamos uma 

diminuição significativa da excreção renal de sódio no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em 

relação ao grupo OVX-8-OH-DPAT (736,18 vs 1039,28 mEq/l, P<0,01). 

Podemos ainda observar uma redução significativa da concentração urinária de sódio do 

grupo OVX-8-0H-DPAT em relação ao seu respectivo grupo controle OVX no décimo 

segundo dia (661,28 vs 1075,77 mEq/l, P<0,05). 
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Figura 5: Avaliação do volume urinário (A) e carga excretada de sódio (mEq/l/100g) (B) em grupos 

de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-

OH-DPAT ou veículo. 
a
P<0,05;

aa
 P<0,01: compara OVX-E2 vs OVX.  

bbb
P<0,001 compara OVX-8-

OH-DPAT vs OVX. 
c
P<0,05;

cc
 P<0,01; 

ccc
P<0,001: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-

DPAT OVX. ANOVA três vias.
 

  

5.2- Estudo dos parâmetros metabólicos diários: Ingestão de alimento e ganho de peso 

em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT. 

 

Na avaliação da ingestão de alimento diária (figura 6A) evidenciamos uma menor 

ingestão no quinto dia no grupo OVX-E2 em comparação ao grupo OVX (8,34 vs 

10,27 mg/100g, P<0,05). Neste contexto, podemos destacar a menor da ingestão 

alimentar no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT quando comparado aos seu respectivo grupo 

controle OVX-8-OH-DPAT, tal redução foi observada no décimo segundo dia (7,00 vs 

9,25 ± 0,35 g/100g, P<0,05).  

Na figura 6B avaliamos a variação do peso corporal, nesta resposta curiosamente 

observamos que no segundo dia representado no gráfico, que corresponde 24 horas após a 

primeira administração de E2, o grupo OVX-E2 apresentou maior ganho de peso em relação 

ao grupo OVX (3,35 ± 0,92 vs -2,06 ± 0,70 g; P<0,001). Em contrapartida, no quarto dia 

observamos um menor ganho de peso no grupo OVX-E2 em comparação ao grupo OVX (-

0,07 ± 0,86 vs 5,71 ± 0,92 g; P<0,001). Já no quinto dia, o grupo OVX-E2 apresentou um 

pequeno ganho de peso que foi significativamente menor do que o ganho de peso do grupo 

OVX (1,21 ± 0,70 vs 6,28 ± 1,31 g, P<0,001) esse resultado pode ser associado a menor 

ingestão alimentar observada na figura 6A. Avaliando o resultado de variação relativa do peso 

corporal notamos um maior do ganho de peso no grupo OVX-8-OH-DPAT em relação ao 

grupo OVX-E2-8-OH-DPAT (4,85 ± 0,88 vs 2,00 ± 0,69 g, P<0,05) tal achado foi observado 

no sétimo dia do gráfico que corresponde a avaliação de 24 horas após a administração de 8-

OH-DPAT, tal efeito parece ser atenuado pelo estradiol. Ainda podemos destacar a perda 

significativa do peso corporal do grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX-E2, 

que apesar de pequena teve um ganho de peso relativo (-2,71 ± 0,71 vs 0,57 ± 0,48 g, 

P<0,01). Neste sentido a administração crônica de 8-OH-DPAT associada à reposição 

estrogênica induziu uma redução do ganho de peso. 
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Figura 6: Avaliação da ingestão alimentar diária (A) e ganho de peso (B) em grupos de ratas 

ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT 

ou veículo.
 a

P<0,05;
aaa

 P<0,001: compara OVX-E2 vs OVX. 
c
P<0,05 Compara OVX-8-OH-DPAT vs 

OVX-E2-8-OH-DPAT.. 
dd

P<0,01: compara OVX-E2-8-OH-DPAT vs OVX-E2. ANOVA dua vias. 

 

 

5.3- Estudo dos parâmetros hidroeletrolítico em ratas OVX e OVX-E2 tratadas 

cronicamente com 8-OH-DPAT: em condição basal e após depleção de sódio. 

5.3.1- Avaliação da ingestão de água, salina, preferência por sódio em: 

5.3.2- Condição basal 

Na avaliação da ingestão de água em condição basal como demonstrada na figura 7A 

evidenciamos uma inibição da ingestão de água no grupo OVX-E2 em comparação com o 

grupo OVX apenas no intervalo de 120 minutos (0,094 ±0,07 vs 1.45 ± 0,46ml/100g, 

P<0,001). O tratamento com 8-OH-DPAT em condição basal não alterou a resposta 

dipsogenica.  

Com relação à ingestão de salina hipertônica (Figura 7B) a diferença estatística também 

aconteceu no intervalo de 120 minutos, neste parâmetro ocorreu uma inibição do 

comportamento natriorexigenico no grupo OVX-E2 em relação ao grupo OVX (0,051 ± 0,042 

vs 0,45 ± 0,095 ml/100g, P<0,001) e ainda observamos inibição da ingestão de salina entre o 

grupo OVX-8-OH-DPAT e OVX (0,19 ± 0,11 vs 0,45 ± 0,095 mg/100g, P<0,001). 

Na preferência por sódio (figura 7C) os tratamentos não alteraram este parâmetro em 

condição basal.  
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Figura 7: Avaliação da ingestão cumulativa de água (A) salina 1,8% (B) e preferência por sódio (C) 

em grupos de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (E2) e tratadas cronicamente 

com 8-OH-DPAT ou veículo em condição basal. 
aaa

 P<0,001: compara OVX-E2 vs OVX. 
bbb

P<0,001: 
Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX. ANOVA dua vias. 
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5.3.2- Depleção de sódio. 

Ao visualizar a figura 8 A podemos observar que não foi alterado o comportamento 

dipsogênica entre os tratamentos nesta condição de depleção de sódio. 

Por outro lado, na avaliação do comportamento natriorexigênico (Figura 8B) tanto a 

reposição estrogênica quanto a administração repetida com 8-OH-DPAT interferiu nesta 

resposta. A reposição, ou seja, o grupo OVX-E2 teve uma redução da ingestão de salina em 

relação ao grupo OVX em todos os intervalos de tempo sendo 30 (1,27 ± 0,10 vs 2,81 ± 0,34 

ml/100g, P<0,001),  60 (1,59 ± 0,17 vs 3,77 ± 0,13 ml/100g, P<0,001) e 120 minutos  (1,96 ± 

0,23 vs 4,17 ± 0,24 ml/100g). Ainda neste paradigma experimental, o grupo OVX-8-OH-

DPAT teve uma redução significativamente da ingestão de salina em relação ao grupo OVX 

no intervalo de tempo de 30 (1,49 ± 0,15 vs 2,81 ± 0,34ml/100g, P<0,001), 60 (2,26 ± 0,17 vs 

3,77 ± 0,13 ml/100g, P<0,001) e 120 minutos (2,26 ± 0,17 vs 4,17 ± 0,24 ml/100g, P<0,001). 

No intervalo de tempo de 60 minutos observamos inibição do apetite por sódio no grupo 

OVX-8-OH-DPAT em relação ao OVX-E2-OH-DPAT (1,31 ± 0,12 vs 2,26 ± 0,17 ml/100g, 

P<0,01). 

Na figura 8 C não foram observadas diferenças estatísticas entre a reposição e o 

tratamento na avaliação da preferência por sódio. 
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Figura 8: Avaliação da ingestão cumulativa de água (A) salina 1,8% (B) e preferência por sódio (C) 
em grupos de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (OVX-E2) e tratadas 

cronicamente com 8-OH-DPAT ou veículo em condição de depleção de sódio .
aaa

 P<0,001: compara 

OVX-E2 vs OVX. 
bbb

P<0,001: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX. 
cc

P<0,01 Compara OVX-8-OH-
DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. ANOVA dua vias. 

 

 

5.4- Avaliação do volume e sódio urinário em condição basal e após depleção de sódio. 

De acordo com a figura 8 A observamos que em condição basal, ou seja, os animais que 

não foram submetidos a desafio de depleção de volume não apresentaram diferenças 

estatísticas entre os grupos com relação ao volume urinário no tempo zero antes da oferta de 

fluidos. Porém em condição de desafio homeostático, o volume urinário produzido em 24 

horas após a depleção de sódio foi menor  no grupo OVX-E2 em relação ao grupo OVX 

(13,25 ± 1,00 vs 24,42 ± 1,47 ml, P<0,05) e ainda uma diminuição do volume de urina foi 

produzido no grupo OVX-8-OH-DPAT em comparação ao grupo OVX (16,94 ± 0,99 vs 

24,42 ± 1,47ml, P<0,05). Quando comparamos o efeito da depleção de sódio observamos um 

aumento significativo no grupo OVX em comparação com o seu respectivo grupo OVX em 

condição basal (24,42 ± 1,47 vs 9,54 ± 0,96 ml, P<0,001) esse aumento é observado ainda no 

grupo OVX-8-OH-DPAT em condição de depleção em comparação ao grupo OVX-8-OH-

DPAT em condição basal (16,94 ± 0,99 vs 9,10 ± 1,85 ml, P<0,01) 

O volume urinário foi avaliado juntamente com a ingestão de fluidos, ou seja, 120 

minutos após a oferta de fluidos (figura 8B). Neste também não verificamos diferenças 

significativas no volume urinário entre os grupos em condição basal. Por outro lado, na 

condição de depleção de volume verificamos uma redução significativa do volume urinário no 

intervalo de 120 minutos no grupo OVX-E2 e OVX-8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX 

(2,37 ± 0,37: 3,25 ± 0,36 vs 6,85 ± 0,59 ml, P<0,001). Neste sentido, observamos ainda uma 

maior redução do volume urinário no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao grupo 

OVX-8-OH-DPAT (3,25 ± 0,36 vs 2,25 ± 0,25 ml, P<0,05). Já em relação ao efeito da 

depleção de sódio observamos que em 120 minutos após a oferta dos fluidos o aumento do 

volume urinário foi significativo em todos os grupos em relação aos seus respectivos em 

condição basal, sendo P<0,001.  
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Figura  9: Avaliação do volume urinário 24 horas após a depleção de sódio (A) e volume urinário 120 

minutos após a oferta de fluidos (B) em grupos de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com 

estrogênio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veículo em condição basal e após 
depleção de sódio.

 a
 P<0,05, 

 aaa
 P<0,001: compara OVX-E2 vs OVX. 

b
P<0,05,  

bbb
P<0,001: Compara 

OVX-8-OH-DPAT vs OVX. 
c
P<0,05: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. 

++
P<0,01; 

+++
P<0,001: compara a condição de depleção e condição basal em cada grupo. ANOVA 

trifatorial (Fatores: Reposição hormonal, Tratamento, Depleção de sódio). 
 

 

 

Na figura 10 A evidenciamos uma menor excreção renal de sódio no grupo OVX-E2-

8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX-E2 tanto em condição basal (335,48 ± 56,49 vs 

789,35 ± 159,43 mEq/l, P<0,01) quanto em condição de depleção de sódio (295,44 ± 41 vs 

583,72 ± 47,62 mEq/l, P<0,05). Ainda em condição de depleção de volume observamos uma 

menor concentração urinária de sódio no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao grupo 

OVX-8-OH-DPAT (295,44 ± 41  vs 607,54 ± 58 mEq/l, P<0,05). Ainda podemos evidenciar 

um aumento significativo da concentração urinária de sódio no grupo OVX em condição de 

depleção em relação ao grupo OVX em condição basal ( 925,97 ± 105,57 vs 553,01 ± 

36,94mEq/l, P<0.05). Tal resultado não é evidenciado nos e outros grupos avaliados. 

A concentração de sódio urinário como observado na figura 10 B não foi alterada nos 

grupos em condição basal. Em contrapartida, verificamos uma diminuição da excreção renal 

de sódio no grupo OVX-E2 e OVX-8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX (114,28 ± 22,93: 

217,74 ± 44,82 vs 492,24 ± 46,31 mEq/l, P<0,001). Ainda evidenciamos menor concentração 

de sódio urinário no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em comparação ao grupo OVX-8-OH-

DPAT (113,53 ± 26,23 vs 217,74 ± 44,82 mEq/l, P<0,05). Observamos ainda um efeito da 

depleção de sódio no grupo OVX, ou seja, este apresentou um aumento significativo na 

concentração urinária de sódio em relação ao grupo OVX na condição basal (492,24 ± 46,31 

vs 113,93 ± 23,50mEq/l, P<0,05). 
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Figura 10: Avaliação da concentração urinária de sódio 24 horas após a depleção de volume (A) e 
concentração urinária de sódio 120 minutos após a oferta de fluidos (B) em grupos de ratas 

ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT 

ou veículo em condição basal e após depleção de sódio.  
a
 P<0,05,  

aaa
 P<0,001: compara OVX-E2 vs 

OVX.,  
bbb

P<0,001: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX
. c

P<0,05: Compara OVX-8-OH-DPAT vs 
OVX-E2-8-OH-DPAT. 

. d
P<0,05, 

. dd
P<0,001: Compara OVX-E2-8-OH-DPAT vs OVX-E2.   

+
P<0,05 

compara a condição de depleção e condição basal em cada grupo. ANOVA trifatorial (Fatores: 

Reposição hormonal, Tratamento, Depleção de sódio). 

 

 

5.5- Avaliação da osmolalidade, sódio e proteína plasmática e hematócrito em 

condição basal e após depleção de sódio.  

 

Com relação à osmolalidade plasmática observamos na figura 11 A que em condição 

basal não foi evidenciado diferenças estatísticas entre os grupos avaliados. Porém nos animais 

submetidos à depleção, observamos maior osmolalidade no grupo OVX-E2 em relação ao 

grupo OVX (305,5 ± 1,86 vs 294,61 ± 1,29 mOsml/Kg, P<0,01). Esse aumento ainda foi 

verificado no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX-8-OH-DPAT (311,64 ± 

5,61 vs 301,14 ± 2,07 mOsm/kg, P<0,01). A depleção de sódio promoveu uma diminuição da 

osmolalidade plasmática somente no grupo OVX em relação ao seu respectivo grupo OVX 

em condição basal (294,61 ± 1,29 vs 310,64 ± 2,045 mOmsl/Kg, P<0,05). 

Em relação à concentração plasmática (Figura 11B) de sódio observamos ser maior  no 

grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em comparação ao grupo OVX-E2 (141,71 ± 2,35 vs 138,57 ± 

1,79 mEq/l, P<0,05). Já na condição de depleção não observamos diferenças estatísticas entre 

os grupos.  
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Figura 11: Avaliação da osmolalidade plasmática (A) e concentração plasmática de sódio (B) em 

grupos de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (E2) e tratadas cronicamente com 8-

OH-DPAT em condição basal e após depleção de sódio. 
aa

 P<0,01: compara OVX-E2 vs OVX.,  
cc

P<0,01: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. 
. d

P<0,05: Compara OVX-E2-8-OH-

DPAT vs OVX-E2. 
+
P<0,05: compara a condição de depleção e condição basal em cada grupo. 

ANOVA trifatorial (Fatores: Reposição hormonal, Tratamento, Depleção de sódio). 
 

Na avaliação de proteína plasmática (figura 12A) observamos que esta variável foi 

maior  no grupo OVX-E2 em relação ao grupo OVX tanto em condição basal (10,38 ± 0,31 vs  

8,57 ± 0,39 mg/dL, P<0,001) quanto em condição de depleção (11,06 ± 0,45 vs 9,00 ± 0,28 

mg/dL, P<0,001). Tal efeito foi observado ainda, no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em 

comparação ao grupo OVX-8-OH-DPAT novamente tanto em condição basal (11,1 ± 0,43 vs 

9,13 ± 0,15 mg/dL, P<0,001) quanto em condição de depleção (11,46 ± 0,26 vs 9,50 ± 0,30 

mg/dL, P<0,001). O fator depleção não interferiu nos grupos avaliados. 

Em relação à quantificação de hematócrito (figura 12 B) verificamos que não houve 

diferenças estatísticas entre os grupos avaliados em condição basal. Porém na condição de 

depleção o grupo OVX-E2 apresentou uma redução significativa em relação ao grupo OVX 

(44,6 ± 0,76 vs 49,21 ± 1,97 g/dL, P<0,05). Não houve diferenças entre a depleção de sódio e 

a condição basal nos grupos 
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Figura 12: Avaliação da proteína plasmática (A) e hematócrito (B) em grupos de ratas 

ovariectomizadas (OVX) reposta com 4estrogênio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-
DPAT ou veículo em condição basal e após depleção de sódio

 a
 P<0,05, 

aaa
 P<0,001: compara OVX-

E2 vs OVX.,  
ccc

P<0,05: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. ANOVA trifatorial 

(Fatores: Reposição hormonal, Tratamento, Depleção de sódio). 

 

. 

5.6- Avaliação por radioimunoensaio dos parâmetros neuroendócrinos (ANG I, ANGII, 

OT, AVP, ANP, CORT) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-

DPAT em condição basal e após depleção de sódio. 

 

Na figura 13 A verificou um aumento significativo da ANGI plasmática no grupo 

OVX-E2-8-OH-DPAT em comparação ao grupo OVX-8-OH-DAPT em condição basal 

(385,17 ± 61,41 vs 153,57 ± 8,12 pmol/ml, P<0,05). Em contrapartida, observamos uma 

menor concentração plasmática de ANGI no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao 

grupo OVX-8-OH-DAPT em condição de depleção de sódio (409,08 ± 51,90 vs 626,19 ± 

69,74 pmol/ml, P<0,05). A depleção aumentou ANG I no grupo OVX e OVX-8-OH-DAPT 

em relação aos seus respectivos grupos OVX e OVX-8-OH-DAPT em condição basal (596,91 

± 47,78: 596,91 ± 47,78 vs 212,28 ± 33,54: 153,57 ± 8,12 pmol/ml, P<0,001). 

Em relação à ANGII plasmática (Figura 13B) esta foi menor no grupo OVX-8-OH-

DAPT em relação ao grupo OVX em condição basal (7,36 ± 1,11 vs 15,66 ± 2,87 pmol/ml, 

P<0,01). Na condição de depleção de sódio, verificamos uma menor concentração plasmática 

de ANGII no grupo OVX-E2 em relação ao grupo OVX (11,54 ± 1,49 vs 17,49 ± 2,21 

pmol/ml, p<0,05). Não foram observadas diferenças estatísticas entre a depleção de sódio e a 

condição basal entre os grupos. 
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Figura 13: Avaliação da Angiotensina I (A) e Angiotensina II (B) plasmática em grupos de ratas 

ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT 

ou veículo  em condição basal e após depleção de sódio 
bb

P<0,01: Compara OVX-8-OH-DPAT vs 
OVX. 

. c
P<0,05, 

cc
P<0,01 

 
: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. 

+++
P<0,001: 

compara a condição de depleção e condição basal em cada grupo. ANOVA trifatorial (Fatores: 

Reposição hormonal, Tratamento, Depleção de sódio). 

 

De acordo com a figura 14 A observamos maior concentração plasmática de OT no 

grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX-E2 em condição basal (1,37 ± 0,17 

vs 0,68  ± 0,07 pmol/ml, P<0,001) e depleção de sódio (1,80  ± 0,22 vs 0,99 ± 0,10 pmol/ml, 

P<0,001). Em condição de depleção, foi verificado uma mais elevada concentração 

plasmática de OT no grupo  OVX-E2 em comparação ao grupo OVX (0,99 ± 0,10 vs 0,64 ± 

0,04 pmol/ml, P< 0,05), que também foi maior no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao 

grupo OVX-8-OH-DPAT (1,80  ± 0,22 vs 0,87 ± 0,13 pmol/ml, P<0,001). A depleção de 

sódio não alterou a concentração de OT entre os grupos. 

Os grupos na condição basal não tiveram diferenças estatísticas com relação à 

concentração plasmática de AVP (Figura 14B). Porém em condição de depleção de sódio, 

verificamos maior concentração plasmática de AVP no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT tanto em 

relação ao grupo OVX-E2 (1,49 ± 0,12 vs 1,16 ± 0,04 pmol/ml, P<0,001) quanto ao grupo 

OVX-8-OH-DPAT(1,49 ± 0,12 vs 1,21 ±  0,06 pmol/ml, P<0,01). Com relação ao efeito da 

depleção observamos um aumento significativo na concentração plasmática de AVP quando 

comparado aos respectivos grupos em condição basal (OVX e OVX-E2: P<0,01 e OVX-8-

OH-DPAT e OVX-E2-8-OH-DPAT: P<0,001). 
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Figura 14: Avaliação da ocitocina-OT (A) e Vasopressina-AVP (B) plasmática em grupos de ratas 

ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT 
ou veículo em condição basal e após depleção de sódio.

 a
 P<0,05: compara OVX-E2 vs OVX.,  

cc
P<0,01, 

 ccc
P<0,001: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. 

. ddd
P<0,001: Compara 

OVX-E2-8-OH-DPAT vs OVX-E2. 
+++

P<0,001; 
++

P<0.01: compara a condição de depleção e 
condição basal em cada grupo. ANOVA trifatorial (Fatores: Reposição hormonal, Tratamento, 

Depleção de sódio). 

 

Na figura 15A não observamos diferenças estatísticas entre os grupos em condição 

basal. Já em condição de depleção verificamos maior concentração plasmática de ANP no 

grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em comparação ao grupo OVX-E2 (73,24 ± 8,05 vs 34,51 ± 

2,86 pmol/ml, P<0.01). A depleção de sódio aumentou estatisticamente à concentração 

plasmática de ANP em todos os grupos comparados com os seus respectivos na condição 

basal (OVX, OVX-E2 e OVX-8-OH-DPAT: P<0.001 e OVX-E2-8-OH-DPAT: P<0,01). 

Com relação à concentração plasmática de corticosterona (Figura 15 B) em condição 

basal evidenciamos que esta variável foi menor no grupo OVX-8-OH-DPAT em relação ao 

grupo OVX (2,04 ± 0,25 vs 4,76 ± 0,47 µmol/ml, P<0,01). Já o grupo OVX-E2 apresentou 

maior concentração plasmática de CORT em relação ao grupo OVX tanto em condição basal 

(4,76 ± 0,47 vs 7,51 ± 0,41 µmol/ml, P<0,05) e após depleção de sódio (7,73 ± 0,72 vs 5,74 ± 

0,32 41 µmol/ml, P<0,05). E o grupo OVX-E2-8-OH-DPAT apresentou maior concentração 

plasmática de CORT em comparação ao grupo OVX-8-OH-DPAT tanto em condição basal 

(7,42 ± 0,56 vs 2,04 ± 0,25 µmol/ml, P<0,001) como em condição de depleção de sódio (6,83 

± 0,55 vs 5,08 ± 0,34 µmol/ml, P<0,05). A depleção de sódio aumentou a concentração 

plasmática significativamente de CORT apenas no grupo OVX-8-OH-DPAT em comparação 

ao mesmo ao grupo em condição basal (5,08 ± 0,34 vs 2,04 ± 0,25 µmol/ml, P<0,01). 
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Figura 15: Avaliação de ANP (A) e CORT (B) plasmática em grupos de ratas ovariectomizadas 

(OVX) reposta com estrogênio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veículo em 

condição basal e após depleção de sódio.
 a

 P<0,05: compara OVX-E2 vs OVX.
 bb

P<0,05:compara 

OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2. 
 
 
c
P<0,05, 

 ccc
P<0,001: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-

DPAT. 
. dd

P<0,01: Compara OVX-E2-8-OH-DPAT vs OVX-E2.  
+++

P<0,001; 
++

P<0.01: compara a 

condição de depleção e condição basal em cada grupo. ANOVA trifatorial (Fatores: Reposição 

hormonal, Tratamento, Depleção de sódio). 
 

5.7- Estudo da expressão gênica no NDR (TPH2, GAD e 5-HT1A) e transcrição protéica 

de TPH2 em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT em 

condição basal e após depleção de sódio. 

 

Na figura 16 A evidenciamos uma menor expressão relativa de RNAm para 5-HT1A 

no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em comparação ao grupo OVX-E2 em condição basal (0,43± 

0,10 vs 1,52 ±  0,45 unidades arbitrárias, P<0,05). Já em condição de depleção de sódio, 

observamos uma alteração desse padrão, ou seja, há uma maior expressão relativa de RNAm 

para 5-HT1A no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX-E2 (1,50 ± 0,30 vs 

0,47 ± 0,13 unidades  arbitrárias, P<0,05). Não observamos diferenças estatísticas nos grupos 

com relação à depleção de sódio. 

Na avaliação da expressão relativa de RNAm para TPH2 (figura 16 B) evidenciamos 

uma menor expressão nos grupos OVX-E2 e OVX-E2-8-OH-DPAT em comparação aos 

grupos OVX e OVX-8-OH-DPAT (0,75 ± 0,048: 0,74 ± 0,064 vs 1,00 ± 0,064: 1,04 ± 0,101 

unidade arbitrárias, P<0,05) respectivamente. Não foram observadas diferenças estatísticas 

entre os grupos em condição de depleção de sódio e não foi evidenciado o efeito da depleção 

nos grupos. 

Com relação a expressão relativa de RNAm para GAD (figura 16 C) não 

evidenciamos diferenças estatísticas entre os grupos tanto em condição basal quanto após 

depleção  de sódio e ainda não observamos qualquer alteração da depleção em relação a 

condição basal. 
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Figura 16: Avaliação das unidades arbitrárias de RNAm de 5-HT1A (A), TPH2 (B) e GAD (C) no 
NDR em grupos de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (OVX-E2) e tratadas 

cronicamente com 8-OH-DPAT ou veículo em condição basal e após depleção de sódio.
 a

 P<0,05: 

compara OVX-E2 vs OVX .
 c
P<0,05: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. 

. d
P<0,05: 

Compara OVX-E2-8-OH-DPAT vs OVX-E2. ANOVA trifatorial (Fatores: Reposição hormonal, 
Tratamento, Depleção de sódio). 
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De acordo com a figura 17 A observamos menor  expressão de TPH2 em relação a β-

actina no grupo OVX-E2 em comparação ao grupo OVX em condição basal (61,63 ± 6,92 vs 

100 ± 14,3 densidades relativas, P<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 Avaliação da densidade relativa de TPH2/β-Actina no NDR (D) em grupos de ratas 

ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT 

ou veículo em condição basal e após depleção de sódio.
 a
 P<0,05: compara OVX-E2 vs OVX.. ANOVA 

trifatorial (Fatores: Reposição hormonal, Tratamento, Depleção de sódio). 

 

 

5.8-Avaliação das respostas comportamentais em ratas OVX e OVX-E2 tratadas 

cronicamente com 8-OH-DPAT no teste de labirinto em cruz elevado. 

 

 Na avaliação dos parâmetros comportamentais visualizados no teste LCE, observamos 

um menor (18 A) número de entradas no braço aberto em grupo OVX-E2 comparado ao OVX 

e OVX-E2-8-OH-DPAT (0,14 ± 0,14 vs 3,62 ± 0,86: 4,12 ± 0,81, P<0,05). Já em relação ao 

número de entradas no braço fechado não foram detectadas alterações significativas entre os 

grupos. 

 Quando avaliamos o tempo de permanência no braço aberto (18 B), observamos ser 

maior no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX-E2 (63, 72 ± 12,91 vs 11,63 

± 4,21 sec, P<0,05). No braço fechado, o tempo de permanência foi menor no grupo OVX-

E2-8-OH-DPAT em relação ao OVX-E2 (191,4 ± 19,80 vs 260,2 ± 9,38 sec, P<0,01)  e OVX-
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8-OH-DPAT (191,4 ± 19,80 vs 237,5 ± 17,47 sec, P<0,05). Ainda evidenciamos um maior 

tempo de permanência no braço fechado no grupo OVX-E2 em comparação ao grupo OVX 

(260,2 ± 9,38 vs 214,7 ± 11,31 sec, P<0,05) 

 De acordo com a figura 18 C a relação entre o número de entrada no braço aberto 

pelo braço fechado verificou-se ser maior no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao 

grupo OVX-E2 (41,02 ± 5,98 vs 2,88 ± 1,93, P<0,001)  e OVX-OH-DPAT (41,02 ± 5,98 vs 

14,69 ± 7,41, P<0,05). Evidenciamos também um menor número de entradas no BA pelo BF 

no grupo OVX-E2 em comparação ao grupo OVX (2,88 ± 1,93 vs 30,48 ± 5,94, P<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Avaliação do teste LEC em relação ao número de entradas nos braços abertos e fechados 
(A), tempo de permanência (B) e relação do número de entrada no braço aberto (BA)/braço fechado 

(BF) em porcentagem (C) em grupos de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (OVX-

E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veículo .  
a
P<0,05: compara OVX-E2 vs OVX.  

b
P<0,05compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX. 

c
P<0,05: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-

OH-DPAT OVX.
 d
P<0,05; 

dd
P<0,01; 

ddd
P<0,001: Compara OVX-E2  vs OVX-E2-8-OH-DPAT OVX. 
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De acordo com a figura 19 A observamos um menor número de idas às extremidades no braço 

aberto no grupo OVX-E2 em comparação ao grupo OVX (0,25 ± 0,16 vs 3,22 ± 0,86, 

P<0,05). Ainda no braço aberto, verificamos um maior número de idas as extremidades no 

grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX-E2 (3,77 ± 0,79 vs 0,25 ± 0,16, 

P<0,01). Em relação ao número de idas às extremidades no braço fechados não foram 

observadas diferenças estatísticas entre os grupos. 

 Na avaliação do tempo de permanência no braço aberto (Figura 19 B) verificamos 

maior permanência no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX-E2 (22,83 ± 

5,84 vs 1,53 ± 1,06, P<0,05). Já com relação ao tempo de permanência no braço fechado o 

gráfico demonstra uma menor permanência no grupo OVX-E2 em comparação ao grupo 

OVX (74,5 ± 6,44 vs 97,14 ± 8,83, P<0,05). 

O número de quadrantes cruzados no braço aberto e fechado é evidenciado na figura 

19 C, na qual observamos menor número de quadrantes cruzados no braço aberto no grupo 

OVX-E em comparação ao grupo OVX (3,75 ± 1,46 vs 18,78 ± 4,5: P<0,05)  e OVX-E2-8-

OH-DPAT  (3,75 ± 1,46 vs 23,50 ± 4,39, P<0,01). Não observamos diferenças significativas 

no número de quadrantes cruzados no braço fechado entre os grupos. 
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Figura 19: Avaliação do teste LEC em relação ao número de idas às extremidades nos braços abertos 
e fechados (A), tempo de permanência nas extremidades dos braços abertos e fechados (B) e número 

de quadrantes cruzados no braço aberto e fechado (C) em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX) 

reposta com estrogênio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veículo.  
a
P<0,05: 

compara OVX-E2 vs OVX. 
d
P<0,05; 

dd
P<0,01: Compara OVX-E2  vs OVX-E2-8-OH-DPAT OVX. 

 

  

Não evidenciamos diferenças estatísticas com relação ao tempo e número de “gromming “ 

como observado na figura 20 A. 

 De acordo com a figura 20 B não evidenciamos diferenças estatísticas no parâmetro 

número de mergulho de cabeça no braço fechado entre os grupos. Em contrapartida no braço 

aberto o número de mergulhos de cabeça foi menor no grupo OVX-E2 em comparação ao 

grupo OVX (0,57 ± 0,42 vs 7,12 ± 1,35, P< 0,001). Observamos ainda que esta variável foi 

maior no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX-E2 e OVX-8-OH-DPAT 

(9,75 ± 1,84 vs 0,57 ± 0,42: 3,62 ± 1,59, P<0,001). 
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Figura 20: Avaliação do teste LEC em relação ao número de comportamentos complementares como 

número e tempo de autolimpezas (gromming) (A), número de mergulho de cabeça no braço fechado 
(HD BF) e aberto (HD BA) (B) em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio 

(OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veículo.
.  aaa

P<0,001: compara OVX-E2 vs 

OVX .
ccc

P<0,001: compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT; 
ddd

P<0,001: Compara OVX-
E2  vs OVX-E2-8-OH-DPAT. 

 

 

 Evidenciamos na figura 21 A que em relação ao número de “Hearing” uma redução no 

grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em comparação ao grupo OVX-8-OH-DPAT (25,87 ± 1,30 vs 

33,00 ± 2,62, P<0,05). Já com relação ao número de “SAP” não observamos diferenças 

estatísticas entre os grupos. 

 Quando avaliamos o número de bolos fecais (Figura 21 B) não observamos diferenças 

entre os grupos. 

 

 

Figura 21: Avaliação do teste LEC em relação ao número de comportamentos complementares como 

explorações verticais (Hearing) (A) e número de postura estendida (SAP) (B) em grupos de ratos 
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ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-

DPATou veículo. 
c
P<0,05: compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. 

 

5.9-Avaliação das respostas comportamentais em ratas OVX e OVX-E2 tratadas 

cronicamente com 8-OH-DPAT no teste campo aberto. 

 

Como evidenciado na figura 22 A observamos um menor número de quadrantes totais 

percorridos no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX-E2 (41,50 ± 2,45 vs 

57,63 ± 3,53, P<0,01). Em contrapartida, com relação ao número de quadrantes periféricos 

(22 B) e centrais (22 C) percorridos não evidenciamos diferenças estatísticas entre os grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Avaliação do teste Campo Aberto em relação ao número de quadrantes totais percorridos 

(A), número de quadrantes periféricos percorridos (B) e número de quadrantes centrais percorridos 

(C) em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (OVX-E2) e tratadas 
cronicamente com 8-OH-DPAT ou veículo. 

dd
P<0,01: compara OVX-E2 vs OVX-E2-8-OH-DPAT.  
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Nos parâmetros relação entre o número de quadrantes centrais percorridos sobre o número de 

quadrantes periféricos (figura 23 A), não evidenciamos diferenças estatísticas. Assim como, a 

relação entre o número de quadrantes periféricos percorridos sobre o número de quadrantes 

totais (Figura 23 B) e número de cruzamentos no quadrante central (Figura 21 C) não 

diferiram entre os grupos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Avaliação do teste Campo Aberto na relação entre o número de quadrantes centrais 

percorridos sob o número de quadrantes periféricos em porcentagem (%) (A), relação entre o número 

de quadrantes periféricos percorridos sob o número de quadrantes totais em porcentagem (%) (B)  e 
número de cruzamentos no quadrante central (C) em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX) reposta 

com estrogênio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veículo.  
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Com relação ao número de “gromming” como visto na figura (24 A) foi menor no grupo 

OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao grupo OVX-8-OH-DPAT (2,44 ± 0,53 vs 6,57 ± 1,08, 

P<0,05).  

Quando avaliamos o tempo de “gromming”, este foi maior no grupo OVX-8-OH-

DPAT em comparação ao grupo OVX (63,25 ± 14,39 vs 26,13 ± 8,42, P<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Avaliação do teste Campo Aberto nos parâmetros número (A) e tempo (B) de autolimpeza 

“gromming em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogênio (OVX-E2) e tratadas 

cronicamente com 8-OH-DPAT.
 c

P<0,05: compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT; 
b
P<0,05: compara OVX vs OVX-8-OH-DPAT ou veículo. 

 

 Com relação o número de exploração vertical “Rearing” (Figura 25 A) e número de 

bolos fecais (figura 25 B) não foram evidenciados diferenças significativas entre os grupos. 
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Figura 25: Avaliação do teste Campo Aberto nos parâmetros número de explorações verticais 

“Rearing” (A) e número de bolos fecais (B) em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX) reposta com 

estrogênio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veículo.  
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6-DISCUSSÃO 

6.1-Estudo dos parâmetros hidroeletrolítico diários (ingestão de água, salina, volume 

urinário, sódio urinário e osmolalidade urinária) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas 

cronicamente com 8-OH-DPAT. 

 

Já é descrito que o E2 diminui a ingestão de água e salina hipertônica numa variedade de 

espécies, incluindo ratos. A maioria dos estudos disponíveis sugere que este mecanismo é 

mediado por ações clássicas em receptores nucleares, efeitos genômicos. Adicionalmente, 

estudos recentes indicam que a diminuição da resposta dipsogênica e natriorexigênica parece 

ser mediada por receptores de E2 localizados na membrana. Particularmente, experimentos 

onde os autores administraram uma fórmula específica de E2 (impermeável à membrana 

plasmática) no terceiro ventrículo apresentaram inibição da ingestão de água (SANTOLLO et 

al. 2013).  Dessa forma, esse efeito parece ser dependente tanto de receptores nucleares 

quanto de receptores de membrana. A maioria dos estudos que investigam o papel do E2 na 

sede e apetite por sódio não realiza acompanhamento diário, essa estratégia foi fundamental 

para traçarmos uma metodologia que reunia a visualização dessa resposta e verificação da 

utilização de um fármaco adequado para compreender os mecanismos fisiológicos envolvidos 

nessa resposta mediada pelo E2 na regulação da ingestão de fluidos.  Com isso, observamos 

uma redução da resposta dipsogênica e natriorexigênica observada no quarto e quinto dia no 

grupo tratado com E2 (figura 4 A e B), esse efeito parece depender de fatores periféricos e 

centrais. Dentre esses fatores podemos destacar a modulação do estrógeno na ativação do 

SRA periférico e central, na reabsorção renal de sódio, na regulação das ações periféricas e 

centrais de vasopressina e na modulação do sistema serotoninérgico, além de outros sistemas 

fisiológicos que regulam a homeostase hídrica (ROGERS et al. 2007; STACHENFELD et al 

1998: DALMASSO et al. 2011).  

Diferentemente da ingestão de água, a redução da resposta natriorexigênica foi observada 

no sexto dia de avaliação, dado esse que refletiu na redução da preferência por sódio e ainda 

na diminuição da excreção renal de sódio no grupo tratado com E2. Ou seja, parece existir um 

mecanismo renal compensatório para manutenção da homeostase hidroeletrolítica. Além 

desse mecanismo compensatório, a literatura já descreve que o E2 aumenta a reabsorção de 

sódio atuando diretamente no aumento da expressão renal de canais epiteliais de sódio 

(ENaC) do túbulo distal convoluto e ducto coletor (GAMBLING et al. 2004; PECHERE-

BERTSCHI et al. 2002). 

Tendo em vista a ampla ação do E2 na homeostase hidroeletrolítica regulando a saciedade 

ao sódio, inibindo sede e modulando outros parâmetros destacados aqui, consideramos 

relevante entender tais mecanismos e através da administração crônica de 8-OH-DPAT nos 

grupos OVX e OVX-E2 buscamos avaliar o papel do E2 associado a um fármaco que 

interfere na atividade do sistema serotoninérgico nestas respostas. Neste sentido, não 

observamos diferenças estatísticas em relação à ingestão diária de água após a administração 

de 8-OH-DPAT. Porém em relação à ingestão de salina hipertônica, observamos no primeiro 

e segundo dia que após a administração do fármaco houve uma resposta natriorexigênica 

significativa em ratas OVX tratadas com 8-OH-DPAT agudamente que foi atenuada pela 

reposição estrogênica. Essa resposta parece ser dependente do efeito agudo do fármaco, já que 

o uso agudo de agonista de receptor 5-HT1A parece reduzir a atividade do sistema 

serotoninérgico e com isso interferir na modulação deste sistema na ingestão de sal 

(FONSECA et al. 2009). A atenuação do E2 nesta resposta parece ser mediada por ação direta 

em receptores Eβ localizados no NDR que aumenta a atividade neuronal (DONNER & 

HANDA, 2009). Ainda nessa linha de raciocínio, esse efeito também foi refletido na 

preferência específica por sódio no segundo dia.  
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Adicionalmente, o comportamento natriorexigênico refletiu no aumento da excreção renal 

de sódio e volume urinário nos animais OVX tratados com 8-OH-DPAT. Nesta abordagem, o 

E2 ao atenuar o comportamento natriorexigênico acaba promovendo respostas compensatórias 

nos outros parâmetros avaliados. Por outro lado, o tratamento crônico com 8-OH-DPAT no 

grupo OVX, que corresponderia ao décimo segundo dia de avaliação e sétimo dia de 

tratamento, diminuiu a concentração urinária de sódio sem alterar a ingestão de sal. Tal efeito 

parece ser mediado por mecanismos serotoninérgicos centrais (CAMARGO et al. 2010) que 

modulam a atividade simpática renal alterando o fluxo urinário e excreção renal de sódio 

(CHAMIENIA & JOHNS, 1994). 

Finalizando essa abordagem, as respostas encontradas nessa avaliação temporal foram 

fundamentais para traçarmos estratégias para avaliação dos parâmetros que serão discutidos 

nos itens 6.3, 6.4 e 6.5. Dessa forma tais estratégias se concentraram numa avaliação de um 

possível efeito crônico do tratamento com 8-OH-DPAT associado a uma reposição prévia de 

E2 em ratas OVX. 

 

6.2-Estudo dos parâmetros metabólicos diários: Ingestão de alimento e ganho de peso 

em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT. 

 

Nesses parâmetros estudados aqui, buscamos compreender se alteração na homeostase 

hidroeletrolítica poderia comprometer o balanço energético desses animais tratados com E2. 

Evidências experimentais e estudos epidemiológicos demonstram que o balanço energético 

em fêmeas pode varia com as oscilações dos hormônios gonadais (WADE, 1972; BUTERA, 

2010). Dentre os hormônios gonadais, está bem documentado que o estrogênio suprime a 

ingestão de alimentos. Esse comportamento anorexígeno mediado pelo E2 apresenta 

mecanismos periféricos que resultam no aumento da leptina plasmática, e central que 

medeiam a expressão diferencial de mRNA de neuropeptídios no hipotálamo (SILVA et al. 

2010).  

A ovariectomia induz ganho de peso relacionado principalmente a um aumento da 

ingestão alimentar (MYSTKOWSKI & SCHWARTZ, 2000). A administração sistêmica e 

central de E2 em ratas OVX parece impedir essas mudanças (GEARY et al 200; BUTERA & 

CZAJA, 1984). Curiosamente, observamos em nossos resultados que no segundo dia após a 

ovariectomia os animais OVX-E2 reverteram à perda relativa de peso corporal em relação aos 

animais OVX, essa perda após a ovariectomia é comum, porém o E2 reverteu essa perda sem 

interferir na ingestão alimentar, retenção hídrica e ingestão de fluidos. Diferente do presente 

trabalho, a maioria dos estudos experimentais que demostram efeitos anorexigenicos 

mediados pelo E2 não avalia os primeiros dias de cirurgia, dessa forma é necessário mais 

estudos para entender as bases fisiológicas desse efeito agudo do E2 em reverter à perda de 

peso nos primeiros dias de ovariectomia.  

Posteriormente, observamos em nossos resultados que ratas OVX tiveram um ganho de 

peso relativo em relação à reposição com E2 no quarto e quinto dias. Como OVX-E2 

apresentaram perda de peso corporal, esse efeito pode ser explicado em parte pela menor 

ingestão de fluidos e uma tendência a resposta anorexígena do E2. Além disso, possivelmente 

outros sistemas que alteram os efeitos metabólicos que apesar de não ter sido avaliado neste 

trabalho, podem estar sendo recrutados pela reposição de E2. Um desses sistemas poderia ser 

a modulação da sinalização leptinérgicas nos neurônios do hipotálamo que regulam o apetite 

(FRIEDMAN E HALAAS, 1998; DHILLON et al. 2006). Vale lembrar que os estudos que 

demostram uma inibição do apetite e a consequente redução do tamanho da refeição, têm sido 

associadas à sinalização de colecistocinina (CCK) liberada do intestino delgado durante as 
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refeições, um sinal de retroalimentação negativo que regula o tamanho das refeições 

(GEARY, 2001). 

A administração de 8-OH-DPAT no dia seguinte promove ganho de peso no grupo OVX, 

não sendo suficiente para aumentar no grupo OVX-E2, apesar de observamos uma tendência 

a esse ganho em relação ao grupo OVX-E2 controle. Como discutido anteriormente essa 

resposta pode ser em parte vinculada a maior ingestão de salina hipertônica nesse grupo, 

sendo o sal um íon osmoticamente ativo que pode interferir no peso corporal. Como 

mencionado anteriormente, nosso foco neste trabalho envolveu alterações na homeostase 

hidroeletrolítica. Todavia, possíveis alterações nos parâmetros metabólicos tais como 

diminuição da sinalização leptinérgica associada à diminuição da atividade serotoninérgica 

pelo tratamento agudo com agonista 5-HT1A pode está atrelado a essa resposta. Essa hipótese 

é sustentada por evidências experimentais que demostram que animais ob/ob, animais 

geneticamente modificados que apresentam deficiência na produção de leptina, apresentam 

diminuição dos transportadores de 5-HT no NDR, sugerindo que há controle da sinalização 

leptinérgica ao nível de NDR no controle da atividade serotoninérgica (COLLIN et al 2000). 

Ainda nesta linha, estudos eletrofisiológicos em animais Zucker, com ausência de receptor de 

leptina, demonstraram que os neurônios serotoninérgicos desses animais são hiperexcitáveis 

em comparação aos ratos magros (OHLIGER-FRERKING et al. 2003). No último dia de 

avaliação que corresponde ao décimo segundo dia, o efeito do tratamento crônico de 8-OH-

DPAT potencializou E2 na resposta anorexígena. Possivelmente, a soma desses efeitos pode 

ter resultado no aumento da concentração extracelular de 5-HT em algumas áreas do 

prosencéfalo (ARTIGAS et al. 1996). Porém para variação de peso, o tratamento crônico de 

8-OH-DPAT foi fundamental para promover tal perda, já que a diferença estatística foi 

significativa em relação ao grupo OVX-E2. Essa resposta não foi associada à alteração da 

ingestão alimentar e nem ingestão de fluidos o que em parte pode estar associado a alguma 

modulação no metabolismo energético.  

Dessa forma, apesar do metabolismo energético não ser o foco deste trabalho tais 

resultados nós intrigaram e possivelmente um levantamento mais apurado envolvendo E2, 

neurônios 5-HT no NDR e circuitos cerebrais envolvidos no comportamento ingestivo 

deverão ser mas cautelosamente investigado. 

 

6.3-Estudo dos parâmetros hidroeletrolíticos (ingestão de água, salina, preferência por 

sódio, volume urinário, sódio urinário e plasmático, osmolalidade urinária e plasmática, 

proteína plasmática, hematócrito) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 

8-OH-DPAT: em condição basal e após depleção de sódio. 

 

O papel do E2 na homeostase dos fluidos corporais tem sido investigado, embora a 

natureza precisa desses efeitos fisiológicos do E2 não seja totalmente esclarecida (CURTIS, 

2009). Certamente, as alterações comportamentais e neuroendócrinas moduladas pelo E2 

estão relacionadas ao papel desse hormônio no equilíbrio hidroeletrolítico em ratas 

(CHATAIGNEAU & SCHINI-KERTH, 2005).  

Os comportamentos de ingestão de água e sal são exemplos de estado motivado 

caracterizado por sinais fisiológicos integrados de controle do mecanismo de regulação de 

volume e osmolalidade. Dessa forma, destacam-se mecanismos humorais e centrais que 

medeiam essa regulação. Neste sentido, evidenciamos que o E2 promove uma diminuição da 

resposta dipsogênica em condição basal, durante o intervalo de 120 minutos de avaliação 

durante a manhã. Já no comportamento natriorexigênico observamos redução tanto em 

condição basal quanto em condição de depleção de sódio (condição essa que induz sede e 
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apetite ao sódio intensamente). Ademais, a administração sistêmica de E2 inibe a resposta 

natriorexigênica induzida pela privação de sódio em ratas OVX (STRICKER et al. 1991; 

FITZSIMONS, 1998). Atrelado a isso, evidenciamos no presente trabalho o mesmo efeito da 

reposição com E2 nas ratas OVX tratada com agonista 5-HT1A durante sete dias. Estudos 

realizados pelo grupo de Ciccocioppo demonstraram que a administração sistêmica aguda de 

agonistas 5-HT1A (COOPER et al. 1988; COOPER & CICCOCIOPPO, 1993) aumentava a 

ingestão de sal em animais submetidos à privação hídrica. Por outro lado, a administração 

sistêmica por longo prazo de agonistas serotoninérgicos de receptores 5-HT1A provoca 

alterações na plasticidade dos autorreceptores somatodendríticos o que possivelmente 

explicaria a inibição da ingestão (FONSECA et al. 2009). Adicionalmente, na condição de 

depleção de sódio evidenciamos ainda um efeito adicional do E2. Tal efeito promoveu uma 

potencialização do tratamento crônico com 8-OH-DPAT na inibição específica da ingestão de 

salina hipertônica. Dessa forma, essa resposta observada no comportamento ingestivo parece 

depender dos efeitos do E2 na modulação do sistema serotoninérgico, tal hipótese é ainda 

reforçada por estudos de DALMASSO et al. 2011 que demonstraram em condição de 

depleção, inibição do apetite por sódio durante a fase ingestiva, mediada pelo aumento de 

células imunorreativas de Fos/5-HT no NDR.  

o papel deste hormônio na regulação central da homeostase hidroeletrolítica tem sido 

atribuído através da demonstração de receptores estrogênicos (ER) em núcleos cerebrais 

(SOMPONPUN, 2007). Por lado, efeitos periféricos parecem modular essa resposta. 

Mulheres durante o período pré-ovulatório, apresentam aumento do volume extracelular 

(STEPHENNSO & KOLKA, 1988). Além disso, durante a gravidez observamos uma 

retenção de água e sódio (STACHENFELD, 2005).  Evidenciamos uma diminuição do 

volume urinário nos animais tratados com E2 na condição de depleção de sódio. Tal 

observação foi associada à maior retenção de sódio. A utilização de um diurético de alça 

promove perda de água, devido à maior perda de sódio e retenção de potássio, sendo o sódio 

um íon osmoticamente ativo, ele carreia água e com isso há eliminação de uma urina 

altamente diluída. Porém o E2 atenuou essa perda e consequentemente não compromete a 

concentração plasmática de sódio, mesmo apresentando comportamento antinatriorexigenico. 

Estudos experimentais têm atribuído esse efeito de retenção de sódio à regulação renal da 

expressão de canais de sódio, como discutido anteriormente. Essa hipótese é reforçada visto 

que, o E2 parece modular a atividade simpática renal, regulando os níveis de catecolaminas, 

uma vez que ratas OVX apresentam aumentados níveis plasmático e renal de catecolaminas e 

o E2 atenua esse aumento (GRACELI et al. 2013). Evidências experimentais, demostram que 

E2 pode inibir a secreção e liberação de catecolaminas adrenal (FERNANDEZ-RUIZ et al. 

1988) e  pré-sináptica (HEESCH & ROGERS, 1995). Como a atividade simpática via 

receptores α1b, diminui a excreção renal de sódio (DIBONA, 2005) e o E2 modula 

negativamente a liberação de catecolaminas como descrito anteriormente, essa diminuição do 

sódio urinário induzido pelo E2 parece não envolver atividade simpática renal. 

Em contrapartida, essa abordagem mencionada acima parece ser alvo do sistema 

serotoninérgico central na modulação da excreção renal de sódio via atividade simpática.  A 

administração icv de 5-HT promove natriurese. Tal efeito parece ser dependente de uma 

diminuição da atividade simpática renal, visto que a desnervação renal abole essa reposta 

(MONTES & JOHNNSO, 1990). Ainda nesta linha de raciocínio, a injeção aguda bilateral de 

8-OH-DPAT na área lateral septal aumentou a excreção urinária em ratos privados de água 

(CAMARGO et al. 2010). Desde 1991, Reis e colaboradores demonstraram uma importante 

influência do sistema serotoninérgico na taxa de excreção renal de sódio via administração icv 

de fármacos que modula a atividade serotoninérgica (REIS et al. 1991). No presente trabalho 

demostramos que o tratamento crônico com 8-OH-DPAT diminui o volume de urina e a 

excreção renal, e a associação deste tratamento com a reposição hormonal potencializam essa 
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diminuição. Essa modulação serotoninérgica na regulação da excreção renal parece envolver 

inervação simpática, porém a sinalização periférica e central possivelmente envolvem 

mecanismos específicos. 

Em condição basal, observamos um aumento da concentração plasmática de sódio, 

quando associamos a terapia estrogênica e o tratamento crônico com agonista 5-HT1A. Esse 

aumento da concentração plasmática parece influenciar a inibição do apetite específico por 

sódio nesta condição. Porém é curioso que esse aumento da concentração plasmática de sódio, 

não ter induzido aumento da excreção renal. Neste sentido, é interessante ressaltar que esse 

aumento do sódio plasmático numa condição de reposição com E2 e tratamento prolongado 

com 8-OH-DPAT pode comprometer a homeostase hidroeletrolítica e a atividade elétrica das 

células. Ainda com relação à fase de consumo, o padrão de resposta com relação ao volume e 

excreção renal de sódio, após o período de ingestão parece depender tanto do tratamento com 

E2, quanto do tratamento com 8-OH-DPAT, ou seja, a diminuição da excreção renal de sódio 

influencia a redução do volume urinário.  

A manutenção da osmolalidade e a regulação do volume dos fluidos corporais são 

fundamentais para manter as condições fisiológicas dos mamíferos. Dessa forma, observamos 

que a depleção de sódio provoca uma diminuição da osmolalidade plasmática no grupo OVX, 

em contrapartida tanto o tratamento com agonista 5-HT1A, quanto à reposição e associação 

dos dois efeitos atenuam essa redução da osmolalidade observada pela depleção de sódio. 

Adicionalmente, o percentual do volume ocupado pelos eritrócitos em uma amostra de sangue 

é quantificado como hematócrito (ou volume celular condensado). Neste parâmetro, 

observamos que a depleção de sódio promove uma tendência de hemoconcentração devido à 

desidratação, em contrapartida o tratamento com E2 atenua essa redução de volume na 

condição de depleção. No hemograma, os valores de referência para o hematócrito em mulher 

é inferior a de homens, com uma média em mulheres em torno de 40% e em homens de 45%. 

O tratamento com E2 por uma semana é capaz de reduzir o hematócrito em condição basal 

(VILHENO-FRANCO et al. 2011). Em contrapartida, não foram observadas alterações do 

hematócrito após 90 min, 24 e 48 após a administração de E2 em ratas OVX (GRAVES et al. 

2011) em condição basal. Estudos in vitro demonstraram uma diminuição da agregação de 

eritrócitos em amostras de sangue de mulheres na pós-menopausa submetidas à terapia 

hormonal, o que poderia impedir uma alta viscosidade do sangue (GONÇALVES et al. 2001). 

Dessa forma, essa diminuição observada no grupo OVX-E2 em relação ao grupo OVX em 

condição de depleção de sódio, parece ser modulada via E2 na agregação das hemácias. Outro 

parâmetro utilizado para avaliação de volume plasmático é a proteína plasmática. O 

tratamento com E2 aumenta proteína plasmática, que normalmente é uma indicação de 

volume plasmático reduzido. Esse efeito é observado tanto na condição basal quanto na 

depleção de sódio. Já é descrito que em mulheres no terço final de gestação há um aumento da 

síntese de proteínas, que parece ser dependente de E2 (LAURELL & RANNEVIK, 1979). 

Esse efeito parece ser dependente de uma ação direta de E2 no fígado, promovendo a 

modulação da síntese hepática de proteínas plasmática (EISENFELD et al. 1976). Embora 

concentração de proteína do plasma e a dosagem de hematócrito são comumente usadas para 

indicar as alterações no volume plasmático, visualizamos respostas distintas do E2, ou seja, 

pela avaliação de proteína plasmática o grupo OVX-E2 reduziu o volume circulante, já 

através da mensuração de hematócrito o E2 atenuo essa redução, porém ambas são medidas 

indiretas de volume plasmático.  

Em síntese, podemos sugerir que tanto o tratamento crônico com 8-OH-DPAT quanto 

à reposição com E2 são fundamentais em atenuar a desidratação gerada pela depleção de 

sódio em determinados parâmetros discutido no presente trabalho. 
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6.4-Avaliação por radioimunoensaio dos parâmetros neuroendócrinos (ANG I, ANGII, 

OT, AVP, ANP, CORT) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-

DPAT em condição basal e após depleção de sódio. 

 

Em circunstâncias normais a alteração da homeostase dos fluidos corporais é corrigida 

primariamente pelos rins. O papel renal nesta função é de impedir alterações nos níveis de 

sódio via ativação do SRAA. Tal sistema é acionado mediante uma condição de hiponatremia, 

que consequentemente induz a liberação de renina, a principal molécula responsável pela 

ativação do SRAA (TIGERSTEDT & BERGMAN, 1898; BUONINCONTI, 1966; DAVIS & 

FREEMAN, 1976; FITZSIMONS, 1998). Estudos experimentais demostram a influência dos 

hormônios esteróides ovarianos na manutenção do equilíbrio dos fluidos corporais, via 

mediação SRA periférico e encefálico (KISLEY et al., 1999; KUROSKI, 1999). No presente 

trabalho, curiosamente não evidenciamos alteração da ANG I plasmática no tratamento com 

E2 em ratas normohidratadas e normovolemicas, porém evidenciamos um aumento da ANG I 

no grupo tratado com 8-OH-DPAT associado à reposição com E2, em relação ao grupo 

tratado somente com o agonista 5-HT1A. Em contrapartida, essa resposta foi contrária nos 

animais depletados, ou seja, essa associação provocou queda de ANGI. Dessa forma, essa 

diferença no padrão de geração de ANGI nessas condições sugere que esse aumento na 

condição basal possivelmente contribuiu para uma diminuição da resposta do SRA numa 

condição que naturalmente deveria estimular a sua geração. A administração periférica de 

antagonista de 5HT2 em humanos promove queda da pressão arterial média, tal efeito foi 

associado ao aumento da atividade de renina e aumento dos níveis plasmáticos de ANG II em 

indivíduos depletados de sódio (ZOCALLI et al. 1983). No nosso estudo, o tratamento 

crônico com agonista 5-HT1A parece aumentar a atividade serotoninérgica do NDR 

provavelmente através da dessensibilização do receptor (ALBERT et al. 1996; BLIER et al. 

1998; ASSIÉ et al. 2006)  e com isso, o efeito é oposto do observado no tratamento com 

antagonistas. Esse efeito possivelmente parece ser atribuído à potencialização indireta do E2 

na resposta periférica do sistema serotoninérgico aumentando ANG I, visto que os efeitos 

diretos do E2 são: diminuição de renina plasmática e diminuição da síntese e da atividade da 

enzima conversora de angiotensina (HARVEY et al.1999; SCHUNKERTH et al. 1997) 

efeitos esses que resultaria em diminuição de ANGI. Por outro lado, em condição de 

hiponatremia que induz aumento de ANGI e ANGII, observamos uma atenuação desse 

aumento modulada pelo E2. Em consonância, os níveis circulantes ANG II são menores em 

macacos OVX repostos com E2 (BROSNIHAN et al.1997). Tal efeito parece ser mediado 

pela diminuição da atividade de ECA no plasma e no pulmão, com o tratamento com E2 em 

níveis suprafisiológicas (GALLAGHER et al. 1999). 

Os núcleos hipotalâmicos (NPV e NSO) e a neurohipófise desempenham papel crucial na 

manutenção da homeostase dos fluidos corporais. Tal modulação ocorre devido à secreção de 

AVP e OT frente a diversos estímulos (ANTUNES-RODRIGUES et al. 2004). Neste 

sentindo, nossa avaliação demonstrou um aumento de OT, porém não de AVP em condição 

basal no grupo tratado cronicamente com agonista 5-HT1A e reposto com E2 em relação ao 

grupo que foi reposto somente com E2. Estudos realizados em nosso laboratório evidenciaram 

um aumento significativo na concentração plasmática de OT e AVP em ratos tratados 

sistemicamente com sertralina (inibidor da recaptação de serotonina) por 21 dias 

(MAGALHÃES-NUNES et al. 2007). Neste contexto, apesar de não ter sido observado efeito 

do E2 na concentração plasmática de OT em condição basal, o E2 vem sendo implicado em 

modular a liberação de OT de forma positiva (YAMAGUCHI et al. 1979). Lembrando que 

neste protocolo os animais depletados tiveram acesso à água, desta forma a diurese provocada 

pela furosemida era reposta apenas parcialmente pois os animais ficavam numa condição de 

hiponatremia intensa que é um estimulo de inibição da liberação de OT. Dessa forma, a 
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depleção diminuiu a concentração plasmática de OT no grupo OVX, mas tal efeito não foi 

observado nos demais grupos, resultado este que reforça o envolvimento de sistema 

serotoninérgico e E2 na modulação de OT tanto em condição basal quanto após desafios 

homeostáticos. Estudos experimentais evidenciaram a presença de terminais serotoninérgicos 

em neurônios ocitocinérgicas, localizados no NPV e NSO (SAWCHENKO et al. 1983). 

Especificamente no NPV e NOS, locais de síntese de OT, foram demonstrados através de 

hibridização in situ que o receptor estrogênico do tipo beta (ER-β) está amplamente 

distribuído (SIMERLY et al. 1990). Na depleção de sódio, a reposição com E2 eleva a 

concentração plasmática de OT em relação à OVX, assim como o tratamento crônico com 

agonista 5-HT1A. Achados experimentais de FRANCHINI & VIVAS (1999) em ratos 

submetidos à diálise peritoneal demonstraram um aumento de c-Fos durante a fase de 

consumo de sódio induzida pela diálise, e que o sistema ocitocinérgico do NPV parece ser 

ativado por neurônios serotoninérgicos localizados no NDR. Ativação do sistema 

serotoninérgico através da administração de fenfluramina aumenta os níveis plasmáticos de 

OT e isso refletiu num aumento da expressão de Fos em neurônios ocitocinérgicos da porção 

magnocelular do NPV (MIKKELSEN et al. 1999). O aumento de OT plasmática, bem como 

da atividade de neurônios ocitocinérgicos torna-se expressivo após a ingestão de sal, sendo 

este mecanismo fisiológico de inibição de apetite mais específico ao sódio (GODINO et al. 

2007). Adicionalmente, evidências experimentais demonstraram que a terapia estrogênica 

restaurou a “up-regulation” de OT em animais OVX submetidos a estímulo osmótico 

(CROWLEY & AMICO, 1993). Com isso, essa interação do sistema serotoninérgico E2 e OT 

parece representar um dos principais mecanismos que explica a diminuição do apetite por 

sódio, apesar da fervorosa discussão a cerca da importância de OT plasmático na regulação do 

apetite ao sódio. Mas esse achado pode em parte representar o envolvimento do sistema 

ocitocinérgico na resposta antecipada do comportamento antinatriorexigenico evidenciada no 

grupo OVX-E2, OVX-8-OH-DPAT e OVX-E2-8-OH-DPAT em condição que induz 

exagerada resposta natriorexigenica. 

Já em relação ao AVP, evidenciamos um aumento da concentração plasmática após a 

depleção em todos os grupos quando comparados a si mesmo em condição basal. A secreção 

de AVP induzida por hipovolemia ocorre através da redução da freqüência de disparo de 

receptores de baixa pressão localizados no átrio, que inibem tonicamente a liberação de AVP, 

através de uma via que envolve o NTS (BISSET & CHOWDREY 1988; SHARE 1988). 

Estima-se que o limiar para induzir a liberação de AVP seja uma perda de volume de sangue 

da ordem de 10 a 20% do volume total (SHARE, 1988). O AVP atua nos ductos coletores 

renais aumentando a reabsorção de água, uma vez que aumenta a inserção de aquaporina 2 na 

membrana apical dos ductos coletores. Como já foi descrito por KLUSSMANN et al.  2000, 

em que a expressão de aquaporinas 3 e 4 na membrana basolateral não são moduladas por 

AVP, estas são definitiva e assim a água é reabsorvida da urina para o sangue. O aumento 

AVP observado neste trabalho pode ser decorrente da diurese induzida pela furosemida após 

24 horas sem privação hídrica. Com relação à condição de depleção de sódio, observamos um 

aumento de AVP plasmática induzida pelo tratamento crônico com 8-OH-DPAT. Atrelado a 

isso, foi observada a presença de terminais serotoninérgicos em terminais vasopressinérgicos 

(SAWCHENKO et al. 1983), o que em parte explica a modulação da síntese de AVP pelo 

sistema serotoninérgico. Esses terminais são originados no NDR e MRN que modula a 

secreção de AVP através da ativação de receptores 5-HT2A e 5-HT2C (ANDERNSON et al. 

1992). A visualização dessa resposta foi ainda observada por estudos farmacológicos com 

microinjeção de agonista de receptor 5-HT2A (DOI) e 5-HT2C (mCCP) no ventrículo lateral 

que induziu aumento dos níveis plasmático de AVP acompanhado com aumento de RNAm de 

AVP no NPV (JØRGENSEN et al. 2003). Dessa forma, essa reposta observada no presente 
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trabalho reforça um aumento da atividade serotoninérgica do NDR ascendente a essas 

estruturas prosencefálicas.  

Dados da literatura têm estabelecido que após situações de hipovolemia, há uma redução 

na concentração plasmática de ANP (ZONGAZO et al. 1992). Ao contrário, quando a oferta 

dietética de NaCl é excessiva desenvolve-se um aumento da liberação do ANP (MAACK, 

1996). Nesta condição, a hipernatremia induz a uma elevação do volume do liquido 

extracelular (LEC), que promove um aumento do retorno sangüíneo ao átrio direito, distensão 

da parede atrial e resultante estimulação da liberação de ANP, que é potencializada pela OT 

(ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). Na situação de depleção de volume, condição de 

hiponatremia, observamos uma redução da concentração plasmática de ANP em todos os 

grupos. Entretanto, o tratamento com E2 não interferiu em tal resposta. A colocalização de 

receptores para estradiol em cardiomiócitos atriais apoia a ideia de que o E2 desempenha um 

papel importante na regulação da síntese de ANP (BACK et al. 1989). Além disso, já é bem 

estabelecido que o aumento da síntese e da concentração plasmática de ANP é potencializado 

pelo tratamento com E2 (BELO et al. 2008). Porém no presente trabalho não evidenciamos 

qualquer efeito significativo do tratamento com E2 sobre a secreção de ANP em condições 

basais e após depleção de sódio. A única diferença estatística encontrada entre os grupos foi o 

aumento significativo da concentração de ANP em condição de depleção de volume no grupo 

OVX-E2-8-OH-DPAT em relação ao OVX-E2. Resultado este, que norteou nossa discussão 

sobre um possível aumento da atividade serotoninérgica do NDR por esse tratamento crônico. 

Tal hipótese é sustentada por trabalhos executados pelo nosso grupo, onde lesões eletrolíticas 

do NDR (situação contrária a do presente trabalho) reduzem drasticamente a liberação de 

ANP em condições basais ou após expansão de volume do LEC (REIS et al. 1994). Além 

desses efeitos podemos atribuir esse aumento de ANP no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em 

relação ao grupo OVX-E2 através do aumento de OT plasmático também evidenciado neste 

grupo. Tal relação pode ser associada através de estudos que demostraram que administração 

de OT periférica e central, aumenta os níveis plasmáticos de ANP (HAANWINCKEL et al. 

1995). Outra explicação que poderia potencializar esse aumento de ANP em condição de 

depleção seria o sódio plasmático que está também aumentado em condição basal, o que 

possivelmente induziu um aumento da liberação de ANP após a depleção. 

Evidências experimentais têm associado à atividade do eixo HPA aos esteróides gonadais, 

tendo em vista um maior aumento de CORT em fêmeas em comparação aos machos (KITAY, 

1961) e principalmente durante o proestro (ATKINNSO & WADDELL, 1997). Dessa forma, 

nossos resultados corroboram com os dados da literatura, uma vez que o tratamento com E2 

aumentou a concentração plasmática de CORT tanto em condição basal quanto em depleção 

de sódio. Evidencias cientificas, demostram que em ratas OVX, o tratamento com E2 

potencializa a secreção de CORT em condição basal e após estímulos estressores. Esse 

aumento parece ser dependente do aumento de ACTH (CAREY et al. 1995). Essa modulação 

parece envolver mecanismos centrais, evidências experimentais mostraram que ratas intactas 

apresentaram uma maior expressão de RNAm para CRH no NPV ventral durante o período de 

proestro (BOHLER et al. 1990) assim como ratas OVX-E2 (OCHEDALSKI et al. 2007). E a 

CORT parece modular a sinalização estrogênica, uma vez que a adrenalectomia reduziu a 

expressão de RNAm para ER-β (diminui a expressão de CRH) no NPV, enquanto o 

tratamento com CORT reverteu este efeito de forma dependente  (ISGOR et al. 2003). Com 

relação aos resultados do efeito do tratamento crônico com 8-OH-DPAT no grupo OVX, 

visualizamos uma redução dos níveis plasmáticos de CORT em condição basal, tal efeito 

possivelmente pode ser em parte mediado por ativação de vias ascendentes do sistema 

serotoninérgica do NDR modulando neurônios CRHérgicos NPV. Essa hipótese é sustentada 

através de trabalho em que a microinjeção aguda de agonista de 5-HT1A no NPV, aumenta a 

concentração plasmática de ACTH (PAN & GILBERT, 1992) que é o principal estimulo para 
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síntese e liberação de CORT. Essa resposta evidenciada aqui em condição basal parece está 

vinculada uma possível diminuição na sinalização intracelular de receptores 5-HT1A no NPV.  

Como demonstrado por trabalhos em que a administração de agonista de receptores de 5-

HT2A diminui a concentração plasmática de ACTH e tal achado é associado a uma 

dessensibilização transiente funcional, ou seja, sem alterar a expressão do receptor 5-HT1A 

no hipotálamo (ZHANG et al. 2001).  

Essas respostas endócrinas são fundamentais para ajustar a homeostase hidroeletrolítica, 

ou seja, atenua ou potencializa os sistemas fisiológicos controladores. 

 

6.5-Estudo da expressão gênica no NDR (5-HT1A, TPH2 e GAD) e síntese protéica de 

TPH2 em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT em condição 

basal e após depleção de sódio. 

 

A atividade ascendente dos neurônios serotoninérgicos da rafe mesencefálica é modulada 

pela liberação local de serotonina. Estudos têm demonstrado que o resultado desta modulação 

é via autoreceptores somatodendríticos do subtipo 5-HT1A que levam à redução na 

transmissão e na liberação do neurotransmissor em sítios prosencefálicos (AGHAJANIAN et 

al. 1987; BLIER et al. 1998; HJORTH et al. 2000; HENSLER, 2003). Como nossas 

evidências têm atribuído as respostas verificadas nesta discussão a uma possível 

dessensibilização desses receptores evocada pelo tratamento crônico com 8-OH-DPAT, 

verificamos o RNAm deste receptor para confirmar nossa hipótese. Dessa forma, observamos 

uma diminuição das unidades arbitrárias do RNAm somente no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT 

em relação ao grupo OVX-E2, em condição basal. Apesar de não verificarmos diferenças 

significativas no grupo OVX-8-OH-DPAT, observamos tendência à redução. Os trabalhos 

que advogam a hipótese de dessensibilização causada pela estimulação repetida dos 

autorreceptores 5-HT1A em condição basal observam esse achado num período de 2 a 3 

semanas de tratamento com agonista (RIAD et al. 2001) nosso tratamento ocorreu apenas em 

1 semana. Dessa forma essa redução significativa observada na condição basal pode ser 

atribuída à importância de tal associação na regulação da expressão do receptor 5-HT1A no 

NDR. Tem se discutido que ratas OVX apresentariam uma supra-regulação dos 

autorreceptores 5-HT1A somatodendríticos no NDR ou aumento da expressão dos 

autorreceptores 5-HT1B em sub-região ventromedial do NDR, ambas revertidas pela 

reposição estrogênica (LU & BETHEA, 2002; BOUALI et al. 2003; HIROI & NEUMAIER, 

2009). Diferentemente da literatura não evidenciamos diminuição da expressão do receptor 5-

HT1A no tratamento com E2 em condição basal, possivelmente tal diferença pode ser 

explicada pelo tempo de tratamento, dose e a condição avaliada, já que em condição de 

depleção observamos uma redução da expressão de 5-HT1A que possivelmente explicaria o 

envolvimento deste sistema na resposta antinatriorexigenica e neuroendócrina. Ainda neste 

contexto, a depleção de sódio induz diminuição da imunomarcação de c-Fos/5-HT no NDR 

em animais que não tiveram acesso aos fluidos em relação aos animais que foram ofertados os 

fluidos (BADAUÊ et al. 2007). Diante desses resultados, parece que ao nível molecular há 

diferenças na modulação do E2 e sistema serotoninérgico nas respostas hidroeletrolíticas em 

relação à condição experimental em que o animal encontra-se. Ainda nesta linha de 

raciocínio, é necessário verificar a importância tanto do tempo de reposição hormonal quanto 

da dose, pois a literatura científica demonstra efeitos do E2 em intervalo de tempo e doses 

menores do que os utilizados neste trabalho. 

A influência do estrógeno sobre a síntese de serotonina é amplamente discutida, e a 

maioria dos autores defende uma modulação positiva sobre esta síntese através do aumento da 

expressão da enzima TPH2 (BETHEA et al. 2000; GUNDLAH et al. 2005; NOMURA et al. 
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2005; SANCHEZ et al. 2005; DONNER & HANDA, 2009). Contrariando esses dados da 

literatura, nós fomos o primeiro grupo a mostrar uma modulação negativa do tratamento com 

E2 e expressão de TPH2. Essa modulação foi verificada em condição basal, ou seja, em 

animais submetidos à depleção não evidenciamos tal resposta. Neste sentido, estudo recente 

nos permite especular este achado aparentemente paradoxal, através de evidencias 

encontradas em cadáveres de indivíduos que sofriam da chamada “Depressão Maior” com 

elevada expressão de mRNA da enzima TPH2 no NDR, apesar dos baixos níveis de 

serotonina (BACH-MIZRACHI, 2006). Dessa forma, essa resposta aparentemente adaptativa 

observada neste trabalho, parece ser uma tentativa do organismo em restaurar a homeostase 

neuroquímica, devido ao possível aumento da atividade serotoninérgica, mas tal especulação 

deve ser cuidadosamente interpretada, visto que não temos ainda, as avaliações de atividade 

serotoninérgica neste trabalho. Não podemos deixar de ressaltar que neste estudo, 

diferentemente dos trabalhos que visualizam aumento da expressão de TPH2, o tratamento 

com E2 foi realizado durante um intervalo de tempo maior (13dias) e com uma dose maior. 

Com tais diferenças, podemos especular uma possível diminuição da sinalização estrogênica 

devido ao tempo de tratamento e a dose elevada, que refletiria na menor resposta na 

sinalização mediada por receptor βER (CLARK et al. 2013). Adicionalmente, nossos 

resultados podem representar uma tentativa do sistema serotonérgico compensar a liberação 

excessiva de serotonina, resultando numa possível restauração da homeostase do sistema o 

que resultaria nessa diminuindo da expressão de mRNA e síntese da TPH2. Ainda nesta linha 

de raciocínio, estudos demonstraram que um nível de estado estacionário de TPH2 mantida 

pela biossíntese contínua é contrabalançado pela degradação rápida devido à proteólise 

dependente de ATP, a rápido proteólise é, obviamente, uma grande influência na 

determinação do teor de TPH na célula. A taxa de degradação pode ser sensível às condições 

fisiológicas da célula (HASEGAWA et al. 1995) . Dessa forma, possivelmente essa 

diminuição da proteína assim como seu RNAm pode está relacionada ao aumento da atividade 

do neurônio serotoninérgico do NDR. 

 O tratamento crônico com agonista seletivo de receptores 5-HT1A leva a uma 

considerável queda do mRNA da TPH2 no mesencéfalo de camundongos (POPOVA et al. 

2010), o que explicaria em parte a diminuição da expressão de TPH2 no presente trabalho . 

Contudo, a associação do 8-OH-DPAT com E2 parece aumentar a atividade serotoninérgica 

em longo prazo o que resultaria nessa resposta.  Entretanto, não sabemos de que forma este 

mecanismo seria acionado e executado. Para tanto investigamos a expressão de GAD, tendo 

em vista alguns trabalhos que discute uma possível relação entre a modulação gabaérgico 

interferindo na atividade dos neurônios do NDR, uma vez que há neurónios serotoninérgicos 

que expressa GAD (FU et al . 2010). O sistema gabaérgico tem sido relatado como um 

importante substrato neuronal de inibição da atividade de neurônios serotoninérgicos no NDR 

(WANG et al, 1992.; VARGA et al., 2001).  Em contrapartida neste trabalho não foi 

evidenciado qualquer alterações da expressão relativa do RNAm para GAD entre os grupos 

ou entre a depleção e condição basal. Tendo em vista as perguntas levantadas neste trabalho 

acreditamos que este estudo será um marco importante para o entendimento não só da 

regulação da homeostase hidroeletrolítica, mas também para evidências futuras sobre os 

mecanismos de retroalimentação do sistema serotoninérgico. Após a descoberta de TPH-2 

nosso conhecimento sobre a bioquímica da enzima, a distribuição do tecido, mecanismos que 

regulam a sua expressão e atividade, e o seu envolvimento potencial em doenças 

neuropsiquiátricas é substancialmente aumentada. O entendimento desses mecanismos poderá 

ser um divisor de águas na fisiologia moderna da neuroquímica do sistema serotoninérgico. 

Experimentos adicionais são extremamente necessários para fundamentar melhor as 

discussões a cerca deste achado aparentemente paradoxal, ou seja, a principal proteína 
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responsável pela síntese de serotonina pode ser negativamente modulada pelo aumento da sua 

liberação evidenciada pela atividade neuronal. 

 

6.6-Avaliação das respostas comportamentais em ratas OVX e OVX-E2 tratadas 

cronicamente com 8-OH-DPAT no teste de labirinto em cruz elevado e campo aberto. 

 

A maioria dos estudos da literatura tem descrito que o E2 promove respostas 

ansiolíticas em roedores. Além disso, nas mulheres, a redução dos níveis de E2 durante o 

período da menopausa tem sido associada a distúrbios afetivos. No entanto, altos níveis de E2 

em mulheres durante a fase pré-ovulatória e a terapia de reposição hormonal podem provocar 

ansiedade (ARPELS, 1996). Com isso, no teste de LCE realizado neste trabalho observamos 

uma resposta ansiogênica símile nos animais tratados com E2 através da diminuição do tempo 

e número de entradas no braço aberto e da menor porcentagem da relação entre o número de 

entradas no braço aberto/braço fechado. Ainda neste contexto, evidenciamos uma diminuição 

do número de HD no braço aberto no grupo OVX-E2, que apesar de se tratar de um 

comportamento complementar, reforça essa resposta ansiogênica. Na literatura há evidencias 

que reportam efeito dual do E2 em comportamentos ansiolíticos e ansiogênicos (KOSS et al. 

2004; HIROI & NEUMAIER, 2006).  Estes resultados reforçam a discussão dos mecanismos 

diferentes recrutados pelo E2 endógeno e pelo tratamento agudo, subcrônico e crônico com 

E2 exógeno. 

 Frente a isso, estudo tem sido realizado para explicar a neurobiologia dicotômica do 

E2 no comportamento de ansiedade. Para tanto, esses efeitos estão relacionados ao 

mecanismo de ação do E2 em receptores específicos. Estudos farmacológicos utilizando 

agonista de receptor ERα e ERβ, demonstraram que o ERβ especificamente é responsável 

pela resposta ansiolítica e que o ERα estaria envolvido na resposta ansiogênica (LUND et al.  

2005). É importante ressaltar que E2 apresenta afinidade semelhante para ambos os receptores 

(KUIPER et al. 1997). Dessa forma, tanto a dose utilizada no presente trabalho quanto o 

tempo de administração, possivelmente pode ter alterado a resposta fisiológica mediada pelo 

receptor ERβ neste período de avaliação dos parâmetros comportamentais. Associado a isso, 

outros parâmetros como a diminuição da expressão de TPH2 e aumento dos níveis 

plasmáticos de CORT parecem reforçar essa hipótese da menor responsividade ao ERβ. Visto 

que a sinalização mediada por ERβ aumenta a expressão de TPH2 (DONNER & HANDA, 

2009) e diminui os níveis plasmáticos de CORT em resposta ao estresse (LUND et al. 2006; 

WEISER et al. 2009b). Além dessa abordagem farmacológica, estudos usando animais 

geneticamente alterados para o receptor ERβ (knockout βERKO) evidenciaram uma 

importância fundamental deste na resposta ansiolítica, mediada principalmente pelo NPV 

modulando a atividade do eixo HHA (OYOLO et al. 2012). Essa resposta ansiogênica do 

tratamento com E2 evidenciada no teste LEC não foi acompanhada por alterações na resposta 

de ansiedade (menor tempo de gromming) dos animais no campo aberto. Tal efeito pode ser 

justificado pela menor sensibilidade do campo aberto ao comportamento de ansiedade. 

A utilização de antidepressivo a base de inibidor seletivo da recaptação de serotonina 

(citalopram, fluoxetina, paroxetina e sertralina) em mulheres durante a menopausa parece 

comprometer a eficácia do tratamento devido à deficiência de E2 (PINTO-MEZA et al. 2006). 

Dessa forma, estudos em ratas OVX demostram que o grupo OVX-E2 associado ao 

tratamento com fluoxetina aumenta o número de entradas e o tempo no braço aberto 

associado a um aumento da expressão do mRNA do transportador da serotonina (SERT)  e 

TPH2 na rafe dorsal (CHAROENPHANDHU et al. 2011). Nossos resultados reportaram que 

a associação do tratamento crônico com agonista de receptor de 5-HT1A e a reposição com 

E2 reverteram o efeito ansiogênico mediado pelo E2. No estudo anterior, que discute um 
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efeito ansiolítico específico do E2, a dose utilizada foi de 10 µg/Kg e nós utilizamos uma dose 

de aproximadamente 80 µg/Kg, o que poderia justificar em parte esse resultado paradoxal. 

 Alterações na neurotransmissão serotoninérgica têm sido implicadas como um 

mecanismo central nos transtornos de ansiedade (RESSLER & NEMEROFF, 2000). Neste 

contexto, o E2 modula a atividade serotoninérgica através da regulação da síntese e 

degradação da serotonina e expressão de receptores pré e pós-sinápticos de serotonina. Essa 

resposta parece ser mediada por receptores ER β (OSTERLUND, 2010). Como evidenciamos 

uma redução da expressão do RNAm de 5-HT1A no NDR em animais OVX-E2-8-OH-

DPAT, tal resposta em parte pode estar refletindo na reversão do efeito ansiogênico observada 

no grupo OVX-E2. Em contrapartida, só o tratamento com E2 em ratas OVX aumenta 5-

HT1A e diminui TPH2 o que poderia justificar essa resposta ansiogênica. A dessensibilização 

de receptores 5-HT1A pode estar envolvida no efeito terapêutico em longo prazo de 

medicamentos ansiolíticos e antidepressivo. 

Têm sido propostos que vias distintas de neurônios serotoninérgicos modulam 

diferentes tipos de ansiedade (DEAKIN & GRAEFF, 1991). Ativação do NDR através de 

projeções serotoninérgicas para a amígdala e o córtex frontal parece modular comportamentos 

de ansiedade (ZANGROSSI et al. 2001). Disfunção destas vias tem sido sugerida na etiologia 

de transtorno de ansiedade generalizada e desordem de pânico em seres humanos. Essa 

proposta sugere que 5-HT facilita a ansiedade por vias serotoninérgicas do NDR através de 

estímulos condicionados na amígdala, e inibição do pânico por vias serotoninérgicas 

inibitórias do NDR na substancia cinzenta periaquedutal (SCP) (GRAEFF, 2004). Dessa 

forma, a resposta ansiogênica da sinalização de 5-HT seria mediada pela amígdala e a 

ansiolítica pela SCP. 

O papel da modulação serotoninérgica do NDR na SCP foi evidenciada através da 

estimulação elétrica no NDR, que projeta fibras 5-HT para a SCP, diminuindo o 

comportamento de medo (KISER et al. 1980). Dessa forma, o envolvimento dos subtipos de 

receptores 5-HT localizados no SCP tem sido explorado para entender a sinalização 

serotoninérgica que estaria envolvida na modulação das respostas ansiolíticas. Com isso, 

estudos demonstraram que a microinjeção de agonista de receptor 5-HT1A e 5-HT2A na SCP 

dorsal promoveu inibição da aversividade de uma maneira dose-dependente (NOGUEIRA & 

GRAEFF, 1995). Neste sentido, o efeito do tratamento crônico com 8-OH-DPAT no grupo 

OVX-E2 parece ter envolvida essa sinalização serotoninérgica a partir do NDR, que 

promoveu uma diminuição da aversão ao braço aberto. Analisando esta questão da aversão ao 

braço aberto, percebemos que dois tipos de ameaças e estratégias de defesa ocorrem quando o 

rato está explorando o labirinto em cruz elevado, ou seja, há um predomínio da aversão ao 

braço aberto, visto que nesta situação o animal é exposto a um estímulo de medo inato e 

realiza um caminho de fuga, buscando a segurança dentro de um dos braços fechados.  

Apesar de ser bem descrito o papel dos neurônios gabaérgico em modular as respostas 

de praticamente todos neurotransmissores centrais, neste modelo não observamos alterações 

da expressão relativa de GAD, ou seja, parece que tal resposta não foi mediada por este 

parâmetro molecular que altera o sistema gabaérgico.  

São necessários mais estudos que investiguem os efeitos do estresse sobre expressão 

de TPH2 em subpopulações topograficamente organizadas de neurônios serotoninérgicos, 

para entender os mecanismos fisiológicos das vias neurais envolvidas nessa resposta. Perante 

este cenário, a hipótese do duplo efeito do sistema serotoninérgico do NDR na facilitação das 

estratégias de defesa, que são principalmente integradas na amígdala, possivelmente não 

esteve envolvida na reversão da resposta ansiogênica observada pelo tratamento com E2. Ao 

mesmo tempo, as reações de defesa organizada no SCP dorsal parecem ter sido inibidas pela 

atividade serotoninérgica do NDR.  
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7-CONCLUSÕES 

 

A influência da terapia estrogênica no equilíbrio hidroeletrolítico, resposta neuroendócrina e 

avaliação de comportamento de ansiedade e locomoção em ratas ovariectomizadas parecem 

envolver a sinalização serotoninérgica. Tal abordagem pode ser evidenciada pelos seguintes 

resultados: 

 

 Os dados obtidos sugerem que a terapia estrogênica influencia a sinalização 

serotoninérgica, atenuando o comportamento de ingestão de sódio, água, excreção 

renal de sódio, ingestão alimentar que influenciou a perda de peso. 

 Essa influencia parece depender de alterações hidroeletrolíticas ao nível de diminuição 

da excreção renal de sódio, que consequentemente altera o volume urinário. Essa 

resposta de diminuição da excreção renal mediada pelo E2 e sistema serotoninérgico é 

responsável pela atenuação da perda de sódio e água principalmente quando os 

animais são submetidos a desafio experimental de depleção de sódio. 

 A resposta neuroendócrina observada neste estudo pode ser mediada tanto pelo 

tratamento com E2 quanto pelo receptor 5-HT1A e ainda pela associação dos mesmos. 

A produção de ANGI e ANGII parece evolver mecanismo diferente que depende da 

condição do animal, ou seja, o tratamento com 8-OH-DPAT associado ao E2 em 

condição basal aumenta a concentração plasmática de ANGI e o E2 parece atenuar a 

ativação do SRA em condição de depleção de sódio. A liberação de OT e CORT em 

condição basal parece ser potencializada pela associação dos dois tratamentos, e o E2 

em condição de depleção parece aumentar a liberação de ambos, já em relação ao 

CORT este aumento atenuaria a condição da perda de sódio e água, pois o padrão de 

liberação é o mesmo pra ambas as situações. Em relação à AVP e ANP o tratamento 

com 8-OH-DPAT parece ser critico para potencializar a liberação de ambos em 

condição de depleção. 

 A modulação central do sistema serotoninérgico (NDR) parece recrutar mecanismos 

moleculares diferentes com relação à condição do animal. Em condição basal, 

observamos uma diminuição de da expressão relativa do receptor 5-HT1A mediada 

predominantemente pelo tratamento crônico com 8-OH-DPAT. Com relação à 

diminuição de TPH2 essa mediação foi evidenciada no tratamento com E2. Este 

achado paradoxal sugere um possível mecanismo de retroalimentação neste sistema 

monoaminérgico. Já em condição de depleção o E2 parece mediar um possível 

aumento da atividade serotoninérgica pela diminuição da expressão de 5-HT1A e 

oposto no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT. 

 A reposição com E2 neste modelo apresentou efeitos ansiogênico-símiles que foram 

em parte revertidos pela associação com o tratamento crônico com 8-OH-DPAT. Tal 

resposta parece ser revertida pela diminuição da expressão de 5-HT1A no NDR, que 

tem sido utilizado como um possível marcador de aumento da atividade de neurônios 

serotoninérgicos. Esse aumento possivelmente deve ter envolvido sinalização 

serotoninérgica na SCP. Apesar da síntese e expressão do RNAm de TPH2 estarem 

baixos, possivelmente a resposta do E2 neste parâmetro pode está atrelada uma 

possível diminuição da sensibilidade do receptor ERβ. 

 

As respostas neuroendócrinas e respostas hidroeletrolíticas podem ser alteradas em 

condições de desafios homeostáticos e tanto a sinalização serotoninérgica quanto a 

estrogênica pode ser considerada sistemas controladores da homeostase hidroeletrolítica. A 

modulação central do sistema serotoninérgico (NDR) parece recrutar mecanismos 
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moleculares diferentes com relação à condição do animal. O possível aumento da 

atividade/sinalização 5-HT pode mediar alterações de contrarregulação ao nível da sua própria 

síntese. Considerando que o sistema serotoninérgico e a sinalização estrogênica estão 

estreitamente implicados com o controle da conduta afetiva e possivelmente com a regulação 

hedônica de comportamentos homeostáticos.  Este estudo poderá influenciar pesquisas futuras 

com o propósito de buscar soluções psicofarmacológicas, cardiovasculares e metabólicas para 

aplicação aos animais (especialmente os pequenos animais de companhia) e seres humanos 

objetivando reduzir efeitos colaterais da associação desses fármacos. 
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