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RESUMO

FONSECA, Fabricia Viana Fonseca. Papel dos receptores 5-HT1A no equilibrio
hidroeletrolitico, respostas neuroenddcrinas e avaliagdo comportamental em ratas
ovariectomizadas: influéncia do estrogeno. 2013. 85 p. Tese (doutorado em Ciéncias
Fisiolégicas). Instituto de Biologia, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, seropéedica, RJ, 2013.

A atividade serotoninérgica ascendente a partir do nucleo dorsal da rafe (NDR) é modulada
pela sinalizacdo dos receptores 5-HT1A que resulta em alteracdo da freqiiéncia de disparo dos
potenciais de acdo dos neur6nios serotoninérgicos. Observagdes recentes do nosso laboratério
utilizando o 8-OH-DPAT, um agonista de receptores serotoninérgicos 5-HT1A,
demonstraram que a sua administracdo periférica ou intra-NDR incrementa a ingestdo de
salina hipertdnica em condicdes basais ou apds a deplecdo corporal de s6dio em ratos machos.
Dessa forma, examinamos neste trabalho o comportamento ingestivo e a homeostase
hidroeletrolitica em condicdo basal e ap6s deplecdo de sodio em ratas ovariectomizadas
(OVX). As observagdes foram comparadas com aquelas obtidas em grupos de ratas OVX
tratadas cronicamente com estrégeno (E2) associada ao tratamento com 8-OH-DPAT. Numa
etapa final investigamos uma possivel correlacdo entre o “status” funcional serotonérgico e a
reposicdo com E2 nas concentracfes plasmaticos de angiotensina I (ANG 1), angiotensina 11
(ANGII), ocitocina (OT) vasopressina (AVP), peptideo natriurético atrial (ANP) e
corticosterona (CORT). Além disso, estudamos a expresséo do RNAm para 5-HT1A,
descarboxilase do acido glutamico (GAD) e expressdo do RNAm e quantificagdo proteica de
triptofano hidroxilase (TPH2), no NDR de grupos de ratas (i) OVX (sem reposicao
estrogénica) (i) OVX-E2 (com reposicdo estrogénica) e cronicamente tratadas com o
agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT, em condicbes basais e apds deplecdo de sodio. Por fim,
avaliamos o comportamento de ansiedade pelo teste de labirinto em cruz elevado (LEC) e
atividade exploratoria através do campo aberto (CA) nos grupos apresentados anteriormente
em condicgdo basal. De acordo com o0s nossos resultados de avaliacdo diaria, observamos uma
possivel relacdo entre a terapia estrogénica e o sistema serotoninérgico, no que diz respeito a
inibicdo do comportamento de ingestdo e excrecdo renal de sddio, ingestdo de agua e
alimento, dado este que resultou em perda de peso. Ja no experimento que submetemos 0s
animais ao desafio homeostatico (deplecdo de sddio), verificamos que o0s parametros
hidroeletroliticos (comportamento ingestivo, excrecdo renal de sodio, sédio e/ou proteina e
osmolalidade plasmatica e hematodcrito) sdo alterados pela deplecdo de sodio. Porém,
possivelmente através de mecanismos centrais e periféricos, o E2 e o sistema serotoninérgico
parecem mediar respostas ao nivel de diminui¢do da excrecdo renal de sddio e inibicdo do
apetite especifico a este ion, uma vez que essa atenuacdo € observada principalmente quando
0s animais sdo submetidos a deplecdo de sodio. Adicionalmente, evidenciamos que a
alteracbes na resposta enddcrina observada neste estudo pode ser mediada tanto pelo
tratamento com E2 quanto pelo tratamento com 8-OH-DPAT e ainda pela condicdo de desafio
experimental. A geracdo de ANGI e ANGII parece evolver mecanismo diferente que depende
da condicdo do animal, ou seja, o tratamento com 8-OH-DPAT associado ao E2 em condicao
basal aumenta a concentracdo plasmatica de ANGI e o E2 parece atenuar essa liberacdo em
condicdo de deplecdo de sddio. A liberacdo de OT e CORT em condicdo basal parece ser
potencializada pela associacdo dos dois tratamentos: o E2 tanto em condicdo basal e de
deplecdo parece aumentar a liberacdo de ambos. Em relagdo a CORT na condicao de deplecédo
0 E2 parece atenuar em parte o efeito estressor da hiponatremia; por sua vez, o tratamento
com 8-OH-DPAT parece ser critico em potencializar a secre¢do de AVP e ANP em condicdo
de deplecdo. Por sua vez, a modulacdo central do sistema serotoninérgico (NDR) parece
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recrutar mecanismos moleculares diferentes com relagdo a condigdo homeostéatica do animal.
Uma vez que verificamos uma diminuicdo da expressdo do receptor 5-HT1A mediada
predominantemente pelo tratamento crénico com 8-OH-DPAT, e em rela¢do a diminuicéo de
TPH2 tal efeito foi mediado pelo tratamento com E2 em condi¢do basal. J& em condicdo de
deplecdo o E2 parece ser critico na diminuicdo da expressdo de 5-HT1A. Nesse sentido,
verificamos um efeito semelhante ao ansiogénico do E2 que possivelmente esté relacionado
com essas alteragdes moleculares em condi¢do basal. Porém a associacdo do E2 ao 8-OH-
DPAT reverteu em parte esse efeito. Considerando-se essas observagdes, estes resultados
reforcam uma possivel ligacdo entre o déficit estrogénico e a maior incidéncia de
enfermidades como depressdo e hipertensdo arterial. Como o sistema serotoninérgico
relaciona-se intimamente a tais doencas sdo necessarios mais estudos para verificar o tipo de
terapia farmacoldgica que pode ser associado para o tratamento de ambas as enfermidades.

Palavras Chaves: receptor 5-HT1A, Nucleo Dorsal da Rafe, sede, apetite por sddio, 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 Ciéncias Fisioldgicas). Instituto de Biologia, Departamento
de Ciéncias Biologicas, 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 1), angiotensin Il (ANG I1I), 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 | and ANG Il
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 | 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-INTRODUCAO
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
€ um neurotransmissor cléssico, identificado em vérios locais, tais como SNC, trato
gastrointestinal e plaquetas (JACOBS E AZMITIA, 1992; PEROUTKA & HOWELL, 1994).
Durante o desenvolvimento embrionario humano, a 5-HT é um dos primeiros
neurotransmissores a ser detectada em neurdnios do SNC. Tal deteccéo é possivel ja a partir
de cinco semanas de gestagdo (SUNDSTROM et al. 1993). Essa descoberta representou um
avanco no cerne da explicacdo do papel desse sistema no desenvolvimento ontogenético do
SNC. Ainda neste contexto, a sinalizacdo serotoninérgica parece desempenhar um papel
fundamental na geracdo e modulacdo de véarias fungdes. A 5-HT encefalica participa na
regulacdo do sistema neuroenddcrino, temperatura corporal, controle da pressdo arterial,
apetite, equilibrio hidroeletrolitico, humor, atividade motora e fun¢bes cognitivas (GRIEBEL,
1995; ARTIGAS et al. 1996; GRAEFF et al. 1996; VAN DE KAR, 1991).

O Sistema serotoninérgico encefalico & topograficamente organizado no tronco
encefalico no complexo mecensefalico da rafe. Os nucleos da rafe apresentam propriedades
anatdémicas e funcionais especificas. Nesses nucleos foram identificados aproximadamente
235.000 neurdnios serotoninérgicos no cérebro humano (BACKER et al. 1990). No SNC, os
neurdnios serotoninérgicos da Rafe projetam-se através de vias ascendentes e descendentes,
para uma vasta gama de regides do encéfalo (DAHLSTROM & FUXE, 1964). O papel desse
sistema nessas funcdes descritas acima depende da sua capacidade de sintese e liberacdo de 5-
HT. Além disso, tais efeitos fisiolégicos dependerdo da expressdo dos receptores e nas
estruturas alvos. Os varios efeitos de 5-HT sédo mediados por receptores especificos pre e pos-
sinaptico, cuja localizacdo e fungdes serdo descritos.

A atividade elétrica dos neurdnios serotoninérgicos € caracterizada por padroes de
disparos ritmicos que sao responsaveis por modular a atividade basal das respectivas
estruturas encefalicas inervadas por eles (AGHAJANIAN & WANG, 1978).

1.1.2-Sintese e liberacdo de 5-HT

No SNC, a 5-HT é sintetizada no pericario de neurbnio a partir do precursor
triptofano. A sintese de 5-HT é regulada pelos niveis de triptofano, que € transportado para
dentro do neurénio serotoninérgico por uma bomba transportadora especifica. Outra regulacéo
importante € a atividade de isoformas triptofano hidroxilase 1 e 2 (TPH1 e TPH2), sendo a
TPH2, uma enzima exclusivamente encefalica (WALTHER et al. 2003). A TPH2 é uma
enzima chave na sintese de serotonina (5-HT) encefalico, constituindo a etapa limitante desse
processo.

Este aminoacido é hidroxilado pela TPH2 para 5-hidroxitriptofano (5-HTP), que em
seguida sofre descarboxilacdo pela enzima aminoacido aromatico descarboxilase (AADC),
resultando em 5-HT (HAMON et al. 1982). A 5-HT formada é armazenada em vesiculas para
eventual liberacdo para a fenda sinéptica. A liberacdo depende da chegada do potencial de
acdo no terminal axonal, responsavel pela abertura de canais de calcio voltagem dependente e
consequente exocitose das vesiculas contendo o neurotransmissor. A 5-HT liberada na fenda
sinaptica ird se ligar aos receptores especificos e posteriormente desencadeara sua funcéo
fisiologica. Imediatamente, ela é recaptada pelo transportador 5-HT localizada na membrana
pré- sindptica e subsequente ocorre degradacdo da mesma, pela acdo da enzima monoamina
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oxidase (MAO). Dessa forma a resposta fisiologica depende de vérios fatores vinculados a
sintese e liberacdo de serotonina bem como sua atuagdo em receptores especificos.

1.1.3-Receptores serotoninérgicos

Recentes estudos eletrofisiologicos tém demostrado a heterogeneidade de neur6nios 5-
HT nos nucleos da rafe mesencefalica. Atualmente sdo conhecidos 18 genes que codificam 0s
receptores serotoninérgicos, estes receptores sdo: 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 populacdo de receptores vem sendo alvo de vérios estudos, tendo em vista a
necessidade de compreensdo da funcdo atribuida a cada um dos receptores 5-HT no cérebro
(ARTIGAS, 2012). A maioria dos receptores de serotonina pertence a familia de receptores de
membrana de sete dominios acoplados a proteina G, que realiza 0 mecanismo de transdugéo
de sinais interferindo na atividade da fosfolipase C e da adenilato ciclase. A Gnica excegédo é a
classe de receptor 5SHT3 que sdo canais i0nicos. Neste trabalho iremos destacar o papel do
receptor 5-HT1A, tendo em vista a sua efetiva importancia no mecanismo de autorregulacéo
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 - Distribuicéo

Dentre as classes de receptores citadas acima o receptor 5-HT1A, especialmente o pré-
sinaptico, e ndo o pds-sinaptico (heteroreceptor) exerce um mecanismo de modulacdo da
frequéncia de disparo do neurdnio serotoninérgico. Esse mecanismo de autorregulacéo torna-
se importante para estudar atividade serotoninérgica no NDR. A densidade de receptor 5-
HT1A é consideravelmente alta no sistema limbico, especialmente no hipocampo, outras
regibes como septo lateral, areas corticais (em especial o cortex cingulado e cortex entorrinal),
e também os nucleos da rafe mesencefalica (dorsal e mediano). Em particular, o autorreceptor
5-HT1A no NDR desempenha um papel crucial no controle fisioldégico de vias ascendentes 5-
HT. AZMITIA et al. 1996 relataram a existéncia de receptores 5-HT1A nas células glia,
porém tal relato ndo foi confirmado por outros trabalhos (BURNET et al. 1995;. KIA et al.
1996). Estudos realizados por SOTELA e colaboradores forneceram, com a técnica de
imunohistoquimica, a primeira demonstracdo direta da existéncia de autorreceptores 5-HT1A
no soma e dendritos dos neurdnios serotoninérgicos dos nucleos da rafe dorsal e mediana
(SOTELA et al. 1990).

Vérios trabalhos vém mostrando a importancia da utilizacdo de antagonistas 5-HT1A
associados a terapia com antidepressivos (buspirona) na preservacdo dos seus efeitos
neuroquimicos 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 niveis de serotonina extracelular no prosencéfalo é
induzido por administracdo de inibidor da recaptacdo de serotonina (ISRS) e é limitado por
uma retroalimentacdo negativo envolvendo autorreceptores localizados na rafe (ARTIGAS et
al. 1996).



1.1.3.1.1 — Mecanismo de sinalizacao

Essa retroalimentacdo negativa envolve mecanismos de sinalizagdo intracelular do
receptor. Experimentos eletrofisioldégicos tém estabelecido que a ativacdo do receptor 5-
HT1A causa hiperpolarizagdo neuronal, um efeito mediado por proteina Gi, que resulta na
abertura de canais de K" (NICOLL et al. 1990;. AGHAJANIAN, 1987; KOBILKA et al.
1987). Além da principal via de transdugdo de sinal, através de subunidades Gi, ha também
envolvimento da subunidade Py ativando vias adicionais de transdugdo de sinal, como a
ativacdo da fosfolipase C e proteina quinase C e modulacio da condutincia de K * e outros
anions e cations, como mencionado anteriormente (RAYMOND et al. 1999, 2001).

Curiosamente, a heterogeneidade observada na distribuicdo dos receptores 5-HT1A
tem sido associada com a diversidade na transducdo de sinal do receptor. Isso é atribuido a
diferenca na composicdo lipidica da regido neuronal que o receptor esté localizado.

1.1.3.1.1 — Acdes bioldgicas

O uso de farmacos que interferem na atividade dos receptores 5-HT1A tem sido alvo
de muitos trabalhos que norteiam o estudo do sistema serotoninérgico. Atualmente, a
utilizacdo de agonista (BLIER et al. 1990) e antagonistas (GRIEBEL, 1999) na clinica
representam uma classe importante de moléculas com potenciais efeitos terapéuticos 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 hidroeletrolitica

O ndcleo dorsal da rafe (NDR) é constituido por grupamento neuronal que
basicamente é representado por neurdnios serotoninérgicos, principalmente na regido rostro-
medial que se projetam rostralmente (AZMITIA & SEGAL, 1978; STEINBUSCH, 1981;
AZMITIA, 1987; BOSLER & DESCARRIES, 1988). O papel do NDR no equilibrio
hidroeletrolitico foi descrito pela primeira vez por REIS et al. 1994, onde foi demonstrado um
envolvimento do sistema serotoninérgico ascendente na estimulacéo e liberacdo do peptideo
natriurético atrial (ANP). Neste estudo, foi realizada lesdo eletrolitica no NDR e evidenciado
uma diminuicdo significativa nos niveis plasmaticos de ANP em animais submetidos a
expansdo de volume. Esses resultados suportam a hipotese da existéncia de uma atividade
tonica de neurbnios serotoninérgicos que tem seus corpos celulares localizados no NDR que
se projetam para area anterior do terceiro ventriculo (AV3V) (STEIN, 1987).

Estudos anteriores, como os realizados por AZMITIA & SEGAL em 1978, através da
técnica autorradiografica identificaram projecdes do NDR para regides que regulam a
homeostase hidroeletrolitica. Essas estruturas identificadas foram: Orgédo vasculoso da lamina
terminal (OVLT), nacleo pré-6ptica medial (MnPO) e 6rgdo sobfornicial (SFO).
Especificamente no SFO, LIND, 1986 demonstrou uma conexao bidirecional dessa estrutura
com o NDR. Posteriormente, estudos relataram que injecdo intra-cardtida de angiotensina 11
(ANG 11) altera a eletrofisiologia dos neurénios do NDR (TANAKA et al. 1998). Neste
trabalho os autores demonstraram que os neurénios do SFO com projec6es descendentes para
o NDR sdo sensiveis a ANG Il administrada, sugeriram que os neurdnios SFO que se
projetam para o0 NDR podem monitorar o nivel de circulacdo de ANG Il e transmitir as
informacdes para 0 mesmo. Outros trabalhos realizando experimentos com a técnica de
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imunohistoquimica detectaram uma diminuicéo significativa da expressdo c-Fos em neurdnios
serotoninérgicos localizados no NDR ap6s deple¢do de sodio induzida pela dialise peritoneal
(FRANCHINI et al. 2002) . Neste trabalho os autores evidenciaram um aumento da expresséo
de c-Fos em animais que foram ofertados com bebedouros com salina hipertonica, sugerindo
que h& uma inibigdo tdnica ao apetite ao sédio por neurdnios serotoninérgicas deste local.

Vérias evidéncias neuroanatdmicas e neurofisiolégicas reportam o envolvimento do
NDR e regides prosencéfalicas na integracdo de respostas viscerosensoriais regulando a
homeostase hidroleletrolitica e cardiovascular. Modelos experimentais tém sido utilizados em
nosso laboratério na avaliacdo da participacdo de vias serotoninérgicas na modulacdo do
apetite e expressao da saciedade ao sodio. Podemos destacar aqui alguns desses experimentos:
(i) A administracdo sistémica aguda de agonistas de receptores serotoninérgicos do subtipo 5-
HT2C bem como de liberador de serotonina ou de inibidor de sua recaptacdo pré-sinéptica
reduziram significativamente a resposta natriorexigénica em diferentes modelos
experimentais (BADAUE-PASSOS et al. 2003; REIS, 2007). (ii) Ao contréario do que era
esperado, o tratamento crdnico com sertralina, um tipico inibidor da recaptacdo pré-sinaptica
de serotonina, provocou uma clara preferéncia por sédio que foi explicada pela hiponatremia
causada pela secrecfo inadequada de vasopressina e ocitocina (MAGALHAES-NUNES et al.
2007). (iii) Em contrapartida, a redugdo do contetdo encefalico de serotonina aumentou
drasticamente a resposta natriorexigénica evocada pela deplecdo de sodio, trés dias apés a
administracdo de pCPA (LIMA et al. 2004). Finalizando essa analise farmacoldgica, podemos
destacar o (iv) papel dos receptores 5-HT1A através da administracdo aguda e cronica de 8-
OH-DPAT periférica e intra-NDR na modulacdo da ingestdo de agua e especificamente de
sodio. Neste trabalho, os dados obtidos demostraram que o tratamento agudo 8-OH-DPAT em
condicdes basais e depletados diminuem a transmissdo de sinais de saciedade ao sodio. Por
outro lado, a administracdo cronica, possivelmente por uma dessensibilizacdo dos receptores
5-HT1A pré-sinapticos, promoveu saciedade ao sodio (FONSECA et al. 2009).

Além dos estudos farmacolégicos outros modelos foram importantes para discutir
efetivamente o papel do NDR no controle da ingestdo de agua e sal. Tais estudos foram
conduzidos pela utilizacdo de lesdo no NDR: (v) lesdes eletroliticas da porgdo ventro-medial
do NDR induziram a um aumento da ingestdo de salina hipertdnica em condicGes basais,
entretanto as observacdes experimentais foram realizadas por periodo de trés dias. A ingestéo
de agua foi também mais intensa desde a 3% hora até a 12° hora pds-lesdo, tornando-se
comparavel a dos controles até o 3° dia (OLIVARES et al. 2003). Ratos com lesdo eletrolitica
do NDR desenvolveram intensas respostas dipsogénica e natriorexigénica provocadas pelo
modelo FUROCAP (furosemida + baixa concentracdo de captopril). Estas observacdes
proporcionaram sugestdes de que a lesdo eletrolitica do NDR suprime uma atividade
ascendente inibidora do apetite ao sddio (ou seja, supressdo da sinalizacdo serotoninérgica
para a saciedade ao sal). Neste trabalho, a lesdo foi limitada a regido ventro-medial do NDR,
onde de acordo com AZMITIA & SEGAL, 1978, concentram-se expressivo contingente de
pericarios de neurbnios serotoninérgicos, que se projetam para o prosencefalo.

Porém, as fibras axOnicas de passagem e neurdnios ndo serotoninérgicos foram
tambémlesionados. Por esta razdo, estudos posteriores foram conduzidos visando
circunscrever a lesdo apenas aos pericarios de neurénios localizados na regido dorsal da
porcdo ventro-medial do NDR, através da microinjecdo local de acido iboténico. (vi) As
lesbes excitotoxicas do NDR produziram qualitativamente as mesmas respostas alcangadas
com a lesdo eletrolitica e a deplecdo encefalica de serotonina, tornando a interpretacdo mais
circunscrita e precisa quanto a localizacdo e envolvimento de neurdnios originarios desta
estrutura (CAVALCANTE-LIMA et al. 2005a; 2005b). Neste estudo, quando os animais
eram privados de fluidos e alimento, o grupo com lesdo no NDR expressou uma intensa
resposta de ingestdo de salina hiperténica enquanto a resposta dipsogénica foi comparavel a
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dos controles. Na avaliacdo da resposta dipsogénica normalmente evocada por isoproterenol,
os ratos lesionados apresentaram uma surpreendente resposta apetitiva ao sodio, enquanto a
ingestéo de agua foi comparavel a dos controles.
Em conjunto, os resultados obtidos em modelos com deplecdo encefélica de serotonina, lesdo
eletrolitica ou excitotoxica do NDR revelaram uma elevada sensibilidade encefélica aos
paradigmas experimentais que evocam aumento dos niveis plasmaticos de ANGII ou da
atividade angiotensinérgica central ao longo da lamina terminal. Estas observacBes nos
permitiram suspeitar que o déficit no tbnus serotoninérgico ascendente pudesse repercutir na
supressao de uma importante via moduladora do apetite e/ou indutora da saciedade ao sddio.

Neste mesmo periodo, trabalhos realizados em outros laboratdrios foram importantes
para compreender essa via de modulacdo do sistema serotoninérgico no apetite ao sodio e
sede. Estudos de imunorreatividade para a proteina c-Fos e colocalizacdo de ocitocina (OT)
demostraram que além de neur6nios do NDR, a area postrema (AP), o nlcleo parabraquial
lateral (NPBL) e a por¢do magnocelular do nicleo paraventricular (NPV), particularmente os
neurénios produtores de OT sdo intensamente marcados em ratos depletados de s6dio e com
acesso livre a salina hipertonica (FRANCHINI & VIVAS, 1995; FRANCHINI et al. 2002;
MARGATHO et al. 2007). BADAUE-PASSOS et al. (2007) reportaram, utilizando
abordagem imunohistoquimica, que o NDR integra informacdo evocada pela ingestdo de sal
induzida pela deplecéo de sodio. REIS (2007) e MARGATHO et al. (2008) propuseram uma
modulacdo integrada da resposta natriorexigénica, cujo substrato neurofisiologico envolveria
circuitos neurais entre 0o NDR e o nucleo NPBL.

Nossas evidéncias reunidas as de FRANCHINI et al. (2002), GODINO et al. (2005;
2007) e MARGATHO et al. (2008) permitem sugerir preliminarmente que a influéncia
serotoninérgica na saciedade ao sal envolvem a ativacdo de neurdnios ocitocinérgicos no
NPV, bem como de neurdnios do SFO que expressam receptores AT1 para ANGII.



blood-born
stimuli:
ANGII
oT
Na"
ANP

ANGII

Sensory neurons:
baroreceptors

cardiopulmonar receptors
renal Na© sensory cell

Figura 1- Representacdo esquematica de seccdo sagital do encéfalo de ratos mostrando
conexdes entre area postrema (AP), parede da regido antero-ventral do 3° ventriculo (AV3V)
nucleo dorsal da rafe mesencefalica (NDR), nucleo parabraquial lateral (LBPN), nucleus
tractus solitarius (NTS), pituitaria (Pit), nucleo paraventricular do hipotalamo(PVN), érgéo
subfornicial (SFO). As linhas continuas representam neurdnios serotonérgicos tipicos
originados no NDR e linhas interrompidas representam neurdnios que contém serotonina
(mas ndo constituem os tipicamente serotonergicos) a partir da AP e NTS. Observam-se as
conexdes bidirecionais entre SFO e DR entre DR e LBPN presumivelmente participas com a
modulacdo do apetite ao sodio. Elaboracdo e digitalizacdo 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 Ciéncias por Reis, 2007).

1.3- Sistema serotoninérgico e eixo hipotalamo hipofise adrenal (HHA)

Neur6nios serotoninérgicos do NMR e NDR que se projetam ao NPV sdo importantes
sinais envolvidos na alteracdo do eixo HHA, modulando neurdnios produtores CRH
(hormdnio de liberacdo de corticotrofina) (LARSEN et al. 1996). Tal efeito é principalmente
observado quando grupos de animais em condi¢do basal e ap0s estimulo estressor receberam a
administracdo periférica crénica de antagonista de receptor CRH 1, o que resultou na
diminuicdo de 5-HT em hipocampo, via ativacdo de receptores 5-HT1A (OSHIMA et al.
2003). Da mesma forma, neurdnios produtores de CRH séo projetados do NPV para 0 NDR, e
neste ha expressao dos receptores de CRH (CHALMERS et al. 1995). Posteriormente, atraves
da técnica de hibridizacao in situ foi observado uma diferenca quantitativa entre os subtipos
de receptores de CRH, sendo o CRH subtipo 2 mais expresso do que o CRH subtipo 1 na
porcdo medial e caudal do NDR (DAY et al. 2004).

Nessa linha de raciocinio o sistema serotoninérgico parece modular diretamente a
liberacdo de Horménio Liberador de Corticotrofina (ACTH) pelos corticotrofos
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adenohipofisarios. Neste sentido foi observado em estudos com cultura de célula de hipéfise,
que a administracdo de agonista 5-HT1A aumenta a liberacdo de ACTH e que tal efeito é
bloqueado com a administragdo de propranolol (antagonista B-adrenérgico) com elevada
afinidade em receptores 5-HT1A.

O sistema serotoninérgico, além dessa modulacdo no eixo HHA, parece estimular a
liberacdo de corticosterona (CORT) independente da modulagdo do eixo, ou seja, de CRH.
Tal observagdo foi demonstrada a partir de experimentos utilizando administracdo de
fenfluramina intravenosa ap6s imunizagdo passiva com anti-soro de CRH (BAUDRIE et al.
1993).

1.4- Sistema serotoninérgico e comportamento

Alteracdo da transmissdo de serotonina no SNC esta relacionada com diferentes
distarbios psiquiatricos, incluindo a depressao, a agressividade impulsiva, medo e desordens
de ansiedade (WISE et al. 1972; SOUBRIE, 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 razoes
para esse interesse foi através da introducdo na pratica clinica do ansiolitico buspirona
(EINSO & TEMPLE, 1989) e, principalmente, o uso generalizado de antidepressivos, em
particular, os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina, para o tratamento de distarbios
de ansiedade (ARGYROPOULOS et al. 2000).

Somado a isso, 0s antidepressivos mais prescritos na clinica sdo moduladores do
sistema serotoninérgico. Porém os mecanismos moleculares envolvidos na origem dessas
perturbacdes ndo sdo totalmente compreendidos.

A delecéo alvo de genes que codificam mediadores da transmissdo serotonérgica tem
provado ser uma ferramenta poderosa para entender as contribui¢cdes de tais mediadores da
regulacdo das emocdes (ARARAGI & LESCH KP, 2013). A utilizagdo de camundongos
nocaute para Tph2—/— demonstrou uma deficiéncia enceféalica de serotonina comprovada
pelos baixos niveis de 5-HT, associado a isso esses animais apresentaram alteracGes
comportamentais como agressdo exagerada e no teste Labirinto em Cruz elevado (LCE) foi
observado aumento do tempo e do nimero de entradas no braco aberto interpretados como
resposta diminuida da ansiedade (MOSIENKO et al. 2012). Neste sentido, estudos tém
proposto a utilizacdo da isoforma de TPH2 como uma nova geracdo de farmacos
antidepressivos, mais seletivo, capazes de regular os niveis de serotonina no encefalo, com
menos efeitos colaterais (TORRENTE et al. 2012; MATTHES et al. 2010).

Além da avaliacdo da participacdo da TPH2, outra abordagem que tem sido
amplamente considerada no estudo sobre circuitaria 5-HTérgica encefélica é a manipulacao
farmacoldgica dos receptores serotoninérgicos. Dentre varios, o 5-HT1A apresenta papel
importante na modulacdo deste sistema, e consequentemente nas alteracdes comportamentais.
Debate existe sobre qual das populacdes de receptores (pré ou pés-sinptico) é responsavel
pelos efeitos da 5-HT na ansiedade. Estudos utilizando camundongos transgénicos para o
heteroreceptor (pds-sinaptico) 5-HT1A no prosencéfalo demonstraram que ndo ha alteracao
do comportamento de ansiedade nesses animais, ja 0 autoreceptor parece ser necessario para
um comportamento normal de ansiedade (PISZCZEK et al. 2013).

Os mecanismos de sinalizacdo do sistema serotoninérgico no desenvolvimento de
depressdo ainda sdo pouco compreendidos. Tal mecanismo parece mediar ativacdo de
receptores k-opioides no NDR (LEMOS et al. 2012), o que parece estar vinculado as
respostas adaptativas a exposi¢cdo ao estresse que dependem de ajustes ao nivel de
neurotransmissores e neurohormdnios que atuam tanto a nivel central como periférico
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(KORTE et al., 2005).0scilagdes nas atividades cerebrais com periodos de minutos a horas
pode ser critica para os o desenvolvimento de distirbios afetivos como a depressdo. Ritmos
alterados de neur6nios SHT parece ser um biomarcador para a depresséo. Essas alteragdes tém
sido propostas para definir subtipos da doenga e prever as respostas ao tratamento com
agentes serotoninérgicos (SALOMON & COWAN, 2013).

O sistema serotoninérgico parece ser critico no desenvolvimento de autismo. Atrelado
a isso, a amigdala parece ser uma estrutura encefalico importante nesse processo. Estudos
utilizando modelo de autismo em ratos induzido por manipulacdo farmacologica com
valproato, farmaco que aumenta a sinalizacdo gabaérgica. Neste trabalho foram observados
que no grupo autista a proporgcao quantitativa de transportador de 5-HT na amigdala estava
aumentada em comparacdo ao grupo controle. E que o tratamento com agonista 5-HT1A
aumentou a interacdo social e memoria no grupo autista (WANG et al. 2013).

1.5-Hormonios Ovarianos e homeostase hidroleterolitica

Abordagem clinicas de edema durante a fase pré-menstrual e gravidez sugerem que o
estradiol (E2) e progesterona (P4) podem desempenhar papéis importantes no balan¢o de
fluidos corporais. O E2 tende a aumentar e o P4 diminui o volume plasmético
(STACHENFELD et al. 1999). Tais efeitos sdo mediados por alteracdes da dinamica dos
fluidos capilares (OIAN et al. 1987) .

Na gravidez ocorrem alteracbes neuroendocrinas que Sa0 essenciais para 0 Seu
estabelecimento e manutencdo (BRUNTON & RUSSELL, 2010). Estas alteracdes sao
fundamentais para proporcionar um ambiente adequado para o embrido/feto. Uma das
principais alteracfes sdo expansdo do volume sanguineo e alteracdes metabdlicas e
imunologicas. Essas alteracGes sdo mediadas principalmente por horménios ovarianos (E2 e
P4) e ainda alguns peptideos. O estudo dos efeitos dos hormdnios ovarianos em mulheres
jovens e ndo gravidas nos sistemas fisiologicos é dificultado devido a complexidade das
oscilagdes hormonais ao longo do ciclo menstrual. Dessa forma modelos animais de fémeas
ovariectomizadas (OVX) tém sido utilizados para verificar o efeito desses hormdnios
isoladamente.

As alteracGes hormonais durante a gravidez, entre elas o aumento de E2 e P4 que
levam a expansdo do volume plasmatico (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 sdo encontrados em estrutura envolvidas na regulacdo da
homeostase hidroeletrolitica, como por exemplo, em neurdnios catecolaminérgicos
(HERITAGE el al. 1980), sistema cardiovascular (ORSHAL & KHALIL, 2004) e os tubulos
renais (DUBEY & JACKNSO, 2001). Neste trabalho iremos abordar exclusivamente o efeito
da reposicdo com E2 nos parametros da homeostase hidroeletrolitica e parametros
comportamentais de ansiedade e atividade psicomotoras.

1.5.1-Estrogeno e homeostase hidroeletrolitica

O estudo do apetite ao sddio tem utilizado multiplos 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
eleicdo para a maioria dos estudos dos mecanismos de regulacdo do apetite ao sodio. Os
estudos da natriorexia em ratas intactas sdo mais escassos e complexos considerando as
oscilagbes hormonais dos ciclos reprodutivos que influenciam a homeostase hidroeletrolitica.
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Dessa forma, os estudos propostos para avaliar o papel dos hormonios ovarianos
concentraram-se na analise do ciclo estral de fémeas 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 ingestdo espontanea de sddio diminui durante o estro e
aumenta durante diestro. Mediante a variacdo especificamente dos estrogenos nessas duas
fases do ciclo, grande parte dos estudos tém reportado o papel deste na regulacéo
hidroeletrolitica. O tratamento com E2 atenua a ingestdo de dgua em animais OV X em Varios
desafios homeostéticos (VIJANDE et al. 1978; CARLBERG et al. 1984; KRAUSE et al.
2003). Neste sentido, em 1973 tornou-se evidente que a ingestdo de sal era regulada pelo E2
(FREGLY, 1973).

O papel do E2 na homeostase hidroeletrolitica parece envolver principalmente a
inibicdo dos sistemas indutores, como sistema renina angiotensina central e periférico
(FITZSIMONS, 1998). Adicionalmente, o E2 estimula¢do 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 ha
ainda o envolvimento de Arginina vasopressina (AVP) (SOMPONPUN et al. 2004;
MECAWI et al. 2011).

1.5.1.1-Papel do estrogeno na modulagéo do sistema renina angiotensina (SRA)

Discutindo o papel do E2 na regulagcdo hidroeletrolitica, ratas castradas exibem
exagerada resposta de apetite ao sodio comparativamente as intactas e aos machos
(FITZSIMONS, 1998). Essa resposta parece ser dependente do papel do sistema
angiotensinérgico central e periférico. Adicionalmente, evidéncias experimentais tém
revelado que o envolvimento do E2 nas ingestfes de agua e sal, na maioria das vezes esta
relacionado com sua acdo 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 interacdo de ANGII em receptores AT1
em sitios prosencefalicos relacionados com a deflagragdo da sede, do apetite ao sodio e
regulacdo da pressao arterial (JONKLAAS & BUGGY, 1984; 1985; FITZSIMONS, 1998). O
tratamento subcrdonico com E2 em ratas OVX por 7 dias reduz a ingestdo de agua induzida
por ANGII ou isoproterenol (FREGLY & THRASHER, 1978; FITZSIMONS, 1998).
Adicionalmente, a administracdo subcutanea (s.c) aguda de E2 reduz a ingestao espontanea de
agua (FINDLAY et al. 1979; FITZSIMONS, 1998). A injecdo de benzoato de estradiol na
regido antero-ventral do 3° ventriculo (AV3V) de ratas OVX diminui a sensibilidade a
resposta dipsogénica provocada por ANGII, mas ndo por microinjecdo i.c.v. de carbacol ou
por administracdo s.c. de salina hipertdnica. Neste sentido, a administracdo i.c.v. de E2 em
ratas OV X atenua a resposta pressorica induzida pela injecéo i.c.v. de ANGII (JONKLAAS &
BUGGY, 1984; 1985; FITZSIMONS, 1998). Nesta mesma linha de raciocineo, a
administracao sistémica de E2 inibe a resposta natriorexigénica induzida pela privacdo de
sodio em ratas OVX (STRICKER et al. 1991; FITZSIMONS, 1998).

Recentemente (MECAWI et al. 2008) demonstraram que a terapia estrogénica ou o
blogueio AT1 central reduzem drasticamente as respostas comportamentais, particularmente
de ingestdo de sal durante o periodo noturno, periodo em que a atividade angiotensinérgica
central é mais proeminente em ratos. De acordo com esses achados, a influéncia do “status”
estrogénico na sinalizacdo central parece ser mediada pela inibicdo de receptores AT1
testados por de diferentes paradigmas experimentais.

A incidéncia da hipertensdo, particularmente aquela dependente do consumo de sal
aumenta na mulher no periodo pds-menopausa, em ratas OV X, em cadelas e possivelmente
em fémeas de outras espécies durante a senescéncia (TIPPETT et al. 1987; CLARK et al.
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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 modulacéo da expressdo de receptores AT1 no prosencefalo (KISLEY
et al. 1999).

1.5.1.2-Relacdo entre estrégeno e sistema serotoninérgico na homeostase
hidroeletrolitica

Observacdes recentes no campo da neurobiologia da depressao tém dirigido atengdo a
plasticidade do sistema serotoninérgico em ratas OV X, comparando-as com aquelas tratadas
cronicamente com E2. Neste sentido, varios estudos tém reportado o papel do E2 na
modulacdo 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 influéncias em todos os sistemas fisioldgicos regulados pela 5-HT.
Dentre esses sistemas, iremos reportar nessa avaliagio o efeito na homeostase
hidroeletrolitica.

Estudos tém demonstrado que o E2 modula a sintese e liberagéo de 5-HT (RUBINOW
et al. 1998). Em relacéo a sintese de 5-HT, o E2 aumenta a expressdo de TPH2 em distintas
subregides do NDR (HIROI et al. 2006). Tal efeito parece ser dependente da ativagdo de
receptores ERP (mas ndo ERa) pelo E2 no NDR (DONNER & HANDA, 2009; SUZUKI et
al. 2013). O tratamento de macacas OVX com E2 + progestageno aumentou a
neurotransmissao serotoninergica, em parte por diminuicdo (infra-regulacéo) da expressdo de
autorreceptores somatodendriticos 5-HT1A no NDR (LU & BETHEA, 2002). E ainda o
tratamento com E2 restaura a sensibilidade da atividade neuronal serotoninérgica (menor
responsividade a retro-alimentacdo negativa) aos agonistas 5-HT1A, em camundongas OVX
(BOUALI et al. 2003). A administracdo i.c.v. de E2 aumenta a freqiiéncia de descarga de
neurdnios serotoninérgicos do NDR (ROBICHAUD & DEBONNEL, 2005). Evidéncias
experimentais mostraram que o uso de agonista dos receptores ERB é capaz de levar a
dessensibilizacdo do autorreceptor 5-HT1A no nlcleo paraventricular (ROSSI et al. 2010). O
E2 ainda aumenta a expressdo de 5-HT transportador (SERT) no NDR de animais OVX
(MCQUEEN et al. 1997; SUMNER et al. 1999). Estas acdes aumentam a transmissdo
serotoninérgica, que como ja discutido no item 2, € um dos principais sistemas fisioldgicos de
regulacdo da homeostase hidroeletrolitica.

Neste contexto, o envolvimento do sistema serotoninérgico na regulacdo do apetite ao
sodio foi observado em ratas no estro e OVX-E2, onde foi evidenciada uma reducdo da
ingestdo de salina hiperténica neste grupo em condicdo de deplecdo de sédio. Atrelado a isso
foi demonstrado um aumento da imunoexpressao de c-Fos/5-HT no NDR e c-fos no OVLT.
Tal achado suporta hipOtese da interacdo entre os neurdnios excitatérios do OVLT e os
neurdnios inibitorios do NDR modular a resposta de saciedade ao sédio (DALMASSO et al.
2011). Esta interacdo parece desempenhar um papel na regulacdo do apetite e saciedade ao
sodio. Essa hipotese é sustentada por uma possivel modulacdo do E2 em exclusivo
grupamento de neurdnios serotoninérgicos segundo avancada concepcdo de ABRAMS et al.
(2004) e CLARCK et al. (2006) de distintas e exclusivas funcdes moduladoras de
comportamentos para diferentes sub-ntcleos do NDR.

A interacdo entre a modulacdo estrogénica na atividade do sistema serotoninérgico
interferindo na homeostase hidroeletrolitica € pouco conhecida. Dessa forma nosso alvo de
estudo é compreender os mecanismos fisioldégicos da associacdo da terapia substitutiva com
E2 e um farmaco que altera a atividade serotoninérgica numa condicdo de desafio
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homeostatico. Nesse tripé os efeitos colaterais de associacdo de alguns farmacos podem
acarretar resultados drasticos na manutengdo da homeostase dos organismos Vivos.

1.5.1.3-Relacdo entre estrégeno e sistema ocitocinérgicos e vasopressinérgico na
homeostase hidroeletrolitica

Além do efeito direto do E2 sob o sistema serotoninérgico interferindo na atividade,
sintese e liberacdo de 5-HT, podemos ainda destacar a modulacdo estrogénica via 0s nucleos
hipotalamicos (NPV E NSO), destacando aqui 0s sistemas ocitocinérgicos e
vasopressinérgicos. Evidéncias atuais corroboram a hipotese de que, além de um efeito
natriurético da OT, esta apresenta um papel inibitério no controle do apetite ao sodio
(AMICO et al. 2001). De fato, a administracdo central de OT diminui a ingestdo de sal
(STRICKER & VERBALLIS, 1996). Sabe-se também que o estimulo osmético determina um
aumento na liberacdo de AVP e OT em ratos, uma vez que a ativacdo dos nucleos NPV e
NSO, responséveis pela sintese destes hormonios, pode ser mantida por estimulo osmotico
crénico, por ingestdo de solugédo salina hipertdnica, ou por privagdo hidrica, sendo revertida
pela ingestdo de agua (MIYATA et al. 1994). Estudos avaliando efeitos de OT em modelos de
dieta hipossodica (MECAWI et al. 2013) e de expansdo de volume (RUGINSK et al. 2007)
demonstraram uma possivel relacdo entre niveis plasmaticos de OT e efeito
antinatriorexigénico.

A mudanca na concentracdo plasmatica da AVP observada em tratamento com
esterdides depende tanto da dose quanto do tempo de duracdo do tratamento com E2. Doses
elevadas de E2 promovem uma diminuicdo da concentracdo AVP no plasma, independente do
tempo de duragdo (PEYSNER & FORSLING, 1990). Recentemente estudos realizando
analise imunohistoquimicas mostraram que animais submetidos a paradigma de estimulacédo
osmotica (expansdo de volume extracelular) resultam em aumento significativo da marcacao
de neurénios Fos/ocitocina positivos e Fos/vasopressina positivos no NPV e NSO. Tal efeito
foi potencializado pela reposicdo 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 reducdo de volume através do choque hemorragico. A hemorragia induziu
aumento da ativacdo de neurdnios OT e AVP na regido magnocelular do NPV e do NSO, e de
neurdnios AVP na regido parvocelular medial do NPV.

Observacdes experimentais fornecem evidéncias de expressdo diferencial de receptor
ER-a ¢ ER-B no SNC (SIMONIAN et al. 1997). Tal diferenga possivelmente tem uma
importancia fisiologica na resposta de determinadas estruturas cerebrais ao E2. Estudos
neuroanatémicos tém fornecido informagbes detalhadas sobre a distribuicdo topografica e
abundancia celular de ER-B no NPV e NSO em neur6nios OT e AVP em ratos. Estudo
realizado HRABOVSZKY et al. (2004) evidenciaram maiores proporcdes de ER-B em
neurdnios magnocelulares e parvocelulares vasopressinégicos do que ocitocinérgicos em
topografia cerebrais similares em ratas OVX. Tal resultado possivelmente indica diferencas
entre a capacidade de resposta ao E2 em distintas populacdes neuronais OT e AVP. Com
relacdo ao receptor ao papel do ER-o nesta resposta fisioldgica, este parece modular os
neurdnios OT e AVP do NPV por um mecanismo indireto devido a acdo de elementos
osmossensiveis localizados ao longo da lamina terminal (SOMPONPUN et al. 2004).
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1.6-Hormonios Ovarianos e comportamento Emocional

Durante o ciclo menstrual em seres humanos e do ciclo estral em roedores, 0s niveis
séricos E2 e P4 variar num padrdo ritmico (GOLDMAN et al. 2007). A influéncia dos
hormdnios ovarianos no comportamento emocional tem sido alvo de muitos estudos. Os
hormdnios ovarianos tém efeitos pleiotrépicos no encéfalo e no corpo. A situagdo em que
esses efeitos das oscilagbes hormonais podem ser mais evidenciados € alteraces fisioldgicas.
Essas alteracGes podem ser representadas por retirada precoce dos ovarios e com o0
envelhecimento e o aparecimento de senescéncia reprodutiva, o que pode produzir mudancas
na qualidade de vida.

Os esteroides ovarianos (E2 e P4) tem sido associado a comportamentos de medo e a
ansiedade em seres humanos e animais, embora 0s mecanismos fisiol6gicos ndo sdo
totalmente esclarecidos. Em algumas situacGes esses hormdnios apresentam efeitos
antagonicos entre si, onde P4 antagoniza E2 em resposta de ansiedade e medo (HIRONI &
NEUMAIER, 2006). A P4 parece estar envolvida especificamente em respostas ansiogénicas
(GALEEVA et al. 2003) mas efeitos ansioliticos tem sido descritos como resultado das suas
acbes ndo gendmicas (FRYE et al. 2006). O E2 exerce um efeito ansiolitico
predominantimente (TETEL & PFAFF, 2006; WALF & FRYE, 2010) apesar de haver
evidencias de acOes ansiogénicas 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 a modulacdo de neurotransmissores centrais como dopamina e serotonina em
modelos de subordinagéo social (ASHER et al. 2013).

1.6.1 Estrégeno e sistemas neuroendocrinos de regulacdo do estresse modulado pela
corticosterona

O papel do estrégeno no eixo HHA tem sido amplamente estudado. Essa investigacéo
tem sido consolidada a partir de dados epidemioldgicos com relacdo as respostas ao estresse
género especificas. Além disso, ha uma diferenca de género na etiologia de desordens de
humor com incidéncia em fémeas, de duas a trés vezes maiores do que em machos.

Evidéncias experimentais utilizando antagonista de E2 demonstraram um aumento
significativo de ACTH e CORT plasmatico no modelo de estresse de contencdo. Estes dados
sugerem que o E2 parece ser um fator de inibicdo importante na resposta ao estresse de
fémeas (YOUNG et al. 2001). Em condicdo de estresse agudo e crbnico estudo tem
evidenciado diferencas estatisticas entre 0s grupos OVX e OVX-E2 na resposta ao estresse.
Esse estudo avaliou a essa resposta ao estresse através da expressdo da proteina Fos no NPV,
e 0S autores observaram que tanto o estresse agudo quanto cronico aumentou a expressdo de
Fos. Em contrapartida, a reposicdo com E2 reduziu o nimero de células Fos positiva no NPV
(GERRITS et al. 2005). Posteriormente, outros autores evidenciaram que essa modulacdo era
mediada pela CORT, pois ratas OVX-E2 apresentam aumento significativo da
imunorreatividade para c-fos no NPV de ratos submetidos ao teste de supressdao a
dexametasona (WEISER & HANDA, 2009).

Mediante as a¢des do E2 no HHA, estudos vinculados a expressdo do tipo de receptor
foram desenvolvidos para esclarecer as bases fisiologicas envolvidas em cada resposta a
modulacdo estrogénica. Estudos tém mostrado que o receptor ER- no NPV parece ser critico
para modulacdo de resposta do eixo HHA ao estresse, dependente de CORT circulante
(ISGOR et al. 2003). Neste sentido, o receptor ER-a no NPV parece ser critico para inibir a
retroalimentacdo negativa exercida pela CORT.
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1.6.2- Estrogeno e Comportamento Emocional

O E2 tem sido descrito por exercer inimeras influéncias sobre varios circuitos
cerebrais. Durante o ciclo menstrual em mulheres sdo observadas alteragdes emocionais
(TOUFEXIS et al. 2006). Depressdo e ansiedade ocorrem com bastante frequéncia em
mulheres na menopausa. A reposicdo com E2 tem provado ser benéfica em vérios casos de
transtornos de humor durante a menopausa, porém ha alguns efeitos adversos da terapia, tal
como a ansiedade e disforia. De fato, algumas mulheres sentem-se melhor com baixos niveis
de estrogénio ou mesmo quando ha oscilacbes do mesmo (DEMETRIO et al. 2011).

Neste sentido, estudos tém sido propostos para identificar os receptores responsaveis
pelos efeitos adversos observados na terapia de reposicdo com E2. Enquanto os efeitos
ansioliticos do tratamento com estrogénio sdo principalmente atribuida aos receptores
nucleares (TETEL & PFAFF, 2006) os efeitos ansiogénicos parecem depender de
mecanismos ndo gendmicos. Observacdes experimentais demonstraram que estimulagédo
especifica do GPR30 (receptor de membrana acoplado a proteina G) em macho e fémea OV X
induziu efeitos ansiogénicos (KASTENBERGER et al. 2011). Estudo recente sugere que o
receptor GPR30 ¢ altamente expresso em neurdnios do NPV de ratos, envolvido na atenuacgéo
da sinalizacdo de 5-HT1A (XU et al. de 2009).

Varios estudos mostraram efeitos ansioliticos do estradiol nos testes comportamentais,
mas 0S mecanismos subjacentes ndo sdo totalmente claros. Estudos tém demostrado que esse
efeito parece envolver a circuitaria monoaminégica e gabaérgica principalmente. Esse estudo
comparativo utilizou ratas intactas na fase do proestro (elevado niveis de estrogeno), ratas
OVX-E2 e OVX. O comportamento ansiolitico foi observado em ratas OVX-E2 em
comparagdo ao grupo OVX. Ja com relacdo ao grupo na fase do proestro foi observada uma
resposta panicolitica. Esse estudo ainda demostrou que ratas OVX-E2 apresentam elevada
expressdo de TPH2 no mesencéfalo, resultado que demostram um possivel envolvimento do
sistema serotoninérgico na modulacdo estrogénica (PANDARANANDAKA et al 2008). O
efeito do estrdgeno na alteracdo do comportamento pode ser via modulacdo do sistema
gabaérgico. Com efeito, ratas OVX apresentam esquivas inibitérias prejudicadas (resposta
ansiogénica) no LCE, enquanto a laténcia de fuga ndo foi afetada (resposta panicolitica). Tais
resultados foram acompanhados com aumento de receptor GABAA-a2, a3 ¢ a4 em grupos
OVX no mesencéfalo em relacdo aos grupos OVX-E2 (DAENDEE et al. 2013)

Resultados controversos relacionados com a eficacia da terapia de reposicédo
estrogénica para aliviar a depressdo sdo frequentemente relatados. Dessa forma, estudos tém
sido propostos para esclarecer os efeitos fisiologicos do tempo de tratamento bem como a
dose utilizada de E2. Além disso, outro questionamento é acerca do inicio da reposicdo apos a
ovariectomia que simularia a menopausa. Nesta linha de raciocinio, evidéncias mostraram que
ratos OVX por apenas uma semana apresentaram aumento do comportamento depressivo.
Esse comportamento foi revertido com a administracdo de fluoxetina, um inibidor da
receptacdo de serotonina, em 1, 3 e 12 semanas de tratamento e a reposicdo com 17-B-
estradiol apresentou acdo antidepressivas. Essas acdes antidepressivas ocorreram apenas 12
dias apds o tratamento (ESTRADA-CAMARENA et al. 2011). O tratamento com antagonista
de E2 induziu comportamentos depressivos testados através do teste de nado forgado.
Enquanto a reposi¢cdo hormonal (E) parece ser um potente protetor contra a depressdo
(TEREK et al. 2012) .

Neste trabalho, focaremos na modula¢do do E2 no sistema serotonérgico e com isso
consideraremos um importante aspecto translacional que € investigar o papel do E2 no
equilibrio hidroeletrolitico, através de uma abordagem que interajam alguns fatores que
podem ser associados na clinica, como reposicdo hormonal (E2), antidepressivo (agonista 5-
HT1A) e diurética (furosemida).
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1)

2)

3)

Frente as aspectos abordados nessa introducéo, propomos testar as seguintes hipdteses:
O tratamento subcrénico e com dose elevada de E2 é capaz de induzir inibicdo de
apetite por sodio e sede, diminuicdo da excrecdo renal de sdédio e ingestdo
alimentar/variagdo de peso diariamente via atividade/sinalizagdo do sistema
serotoninérgico.

A reposigédo subcronica e com dose elevada de E2 associada ao tratamento cronico com
agonista de 5-HT1A é capaz de potencializar os efeitos periféricos e centrais do
sistema serotoninérgicos na homeostase hidroeletrolitica apds deplecdo de sddio.

O tratamento crénico com agonista de 5-HT1A associado a reposicdo com E2 altera os
parametros comportamentais de ansiedade e atividade exploratéria.
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2-OBJETIVO

2.1-Geral: Examinar o efeito do uso crénico de um agonista de receptor 5-HT1A na resposta
hidroeletrolitica, neuroendécrina em ratas OVX em condicdo basal e ap6s deplecdo de sodio
e alteracOes comportamental em ratas OV X em condicdo basal e, adicionalmente, investigar a
influéncia da terapia estrogénica mediante este desafio homeostatico.

2.2-Especificos:

2.2.1- Avaliar o efeito do tratamento crénico com agonista 5-HT1A em ratas OVX e OVX-E
sobre Ingestdo de agua e sodio, volume urinario, excrecdo renal de sddio, sédio plasmatico,
Ingestdo de alimento e ganho de peso diario.
2.2.2- Avaliar o efeito do tratamento cronico com agonista 5-HT1A em ratas OVX e OVX-E
em condicgdo basal e ap6s deplecdo de sodio sobre a (s):
(i Ingestdo de agua e sodio, volume urinario, excrecdo renal de sodio, sédio
plasmatico, osmolalidade, hematdcrito e proteina plasmatica.
(i)  Concentragdes plasmaticas de ANG I, ANG II, AVP, OT, ANP e
corticosterona.
(iii)  Expressédo do RNAm para TPH2, GAD e 5-HT1A no NDR.
(iv)  Sintese de TPH2.
2.2.3- Avaliar o efeito do tratamento crénico com agonista 5-HT1A em ratas OVX e OVX-E
nos parametros comportamentais:
Q) Comportamento de ansiedade pelo labirinto em cruz elevado
(i)  Atividade exploratoria pelo campo aberto
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3-JUSTIFICATIVA

O presente projeto integra a linha de pesquisa Influéncia 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 influéncia da reposicdo estrogénica subcrOnica sobre as respostas
comportamentais induzidas numa situacdo experimental de tratamento crénico com um
agonista do receptor 5-HT1A, bem como investigamos 0s mecanismos implicados com o
controle neuroenddcrino da ingestdo de sal e 4gua em ratas OVX. Neste contexto, damos
continuidade aos estudos que objetivam compreender o papel do sistema serotoninérgico
centrais na regulacdo da ingestdo de &gua e sal, particularmente no processamento de sinais
viscero-sensoriais e na transmissdao de informagcbes as estruturas proscerebrais que
participams com a génese da sede e do apetite ao sodio e na ativacdo de mecanismos
autondmicos e neuroenddcrinos reguladores da excrecdo de agua e sodio (REIS et al. 1994;
BADAUE-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 locomocdo da associagdo
da reposicéo estrogénica ao tratamento crénico com 8-OH-DPAT.
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4-MATERIAIS E METODOS
4.1-Apreciagdo Bioética da Experimentacdo Animal no Projeto

O presente projeto esta enquadrado em linha de pesquisa do Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas e foi previamente analisado pela Comissdo de Etica na Pesquisa da UFRRJ
(COMEP-UFRRJ, processo nimero 23083.006757/2010-10).

Todas as manipulacfes experimentais foram executadas em consonancia 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 nimero 11794 de 8 de
Outubro de 2008. Abaixo sdo discriminados aspectos técnico-cientificos para a avaliacdo
bioética da experimentacdo animal.

1) Nos grupos experimentais descritos no projeto em questdo foram utilizados 6 a 14
animais (por grupo). Neste estudo foram pouco frequentes os protocolos com
amostragem acima de 10 animais. A utilizacdo de eventuais amostragens com um
nimero maior foi necessaria para minimizar a elevada varidncia que se verifica em
alguns fendtipos fisiologicos avaliados. Este item é executado de acordo com os
principios 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) Eutanasia com anestésico geral (tiopental sodico, 100 mg/kg, ip) e posterior
condicionamento em sistema de refrigeracdo (congelador) até a data da incineracdo no
Instituto de Veterinaria ou doacdo (esponténea ou de acordo com solicitacdo) para 0 CETAS-
IBAMA, Seropédica.

b) Descarte e doacdo (espontanea ou por solicitacdo) ao CETAS-IBAMA, Seropédica ou
outras entidades e orgaos institucionais com o objetivo de alimentacdo de répteis ou aves de
rapina.

Finalizando essa abordagem, € importante ressaltar que todos os esforcos 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
namero, ou seja, o N experimental variou de 6 a 14 animais por grupos. Os animais foram
mantidos em gaiolas contendo alimento (racdo peletizada padrdo, Purina) e bebedouro
contendo agua ad libitum. As gaiolas foram colocadas no biotério do Departamento de
Ciéncias Fisioldgica da UFRuralRJ ou no boitério do Departamento de Fisiologia da
FMRP/USP. Nesta sala os animais sdo 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 °C).

4.3-Procedimentos cirdargicos de Ovariectomia

Todos os animais utilizados foram submetidos a 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 préxima ao nivel dos rins,
abaixo da Gltima costela. Imediatamente o ovario foi identificado e exteriorizado. Em seguida
foi executada a ligadura das tubas uterinas e artérias ovarianas, e em seguida foi realizada a
retirada dos ovarios. As tubas uterinas foram reposicionadas dentro do abdome e foi realizada
a sutura local. Apoés cirurgia os animais foram tratados com dose profilatica de pentabiotico
veterinario (Fort Dodge Salde Animal) sendo que a via de administracdo utilizada foi
subcutanea (SC) e posteriormente os animais foram mantidos em gaiolas coletivas.

4.4-Terapia substitutiva:
4.4.1-Tratamento com estrogénica

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 veiculo oleoso
sendo utilizado o o6leo vegetal de milho (20 pg/animal, SC, diariamente, durante duas
semanas). Nosso grupo, todavia, utiliza uma dose suprafisiolégica mimetizando os niveis de
estrogeno circulante em fémeas no Gltimo terco de gestacdo. A aplicacdo consistiu em um
volume de 0,1 ml/animal. Dessa forma o grupo controle representado por ratas OVX foi
tratado com o veiculo (0,1 ml/animal, SC).

4.4.2-Avaliacdo da substituicdo hormonal

Para essa avaliacdo determinamos o peso relativo do Utero dos animais comparando o
grupo OVX-E2 e OVX. De acordo com a figura e grafico abaixo, podemos avaliar a
confirmacdo da reposicdo, uma vez que um dos principais efeitos do estrogeno 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 reposicdo hormonal nestes grupos.

B 1 OWX(n=11)
ooos, M OVXCE2(n=11)
o
_ 'E 0.004-
N £
? ) ﬂ ‘-‘lanwz—
W J
3 | E oo
i 0.000 T
OovX

Figura 2: A Comparagdo qualitativa e B: Comparacdo quantitativa da reposicdo hormonal
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4.5- Farmacos 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 isotdnica 0,9% (veiculo). O
tratamento com 8-OH DPAT foi realizado pela via de administragdo intraperitoneal (IP) na
dose de 250ug/Kg durante sete dias.

4.5.2-Deplecdo de sddio

Metade dos grupos experimentais foi submetida ao procedimento padrdo para
deplecdo de sédio através da administracdo de furosemida (20 mg/kg, SC) uma substancia
diurética/natriurética, inibidora do co-transporte 1Na+, 2Cl-, 1K+ no ramo ascendente espesso
da alca de Henle. Durante 24 h os animais tiveram acesso a agua destilada e dieta alimentar
pobre em NaCl (fubd). Devido ao seu potente efeito natriurético/diuréetico, a furosemida é
amplamente empregada como modelo exequivel de inducdo de hiponatremia e hipovolemia
em ratos, objetivando induzir a avidez por sal, ou seja, o apetite ao sédio (FITZSIMONS,
1998; BADAUE-PASSOS et al. 2003; 2007; OLIVARES et al. 2003; CAVALCANTE-LIMA
et al. 2005a; 2005b; REIS, 2007; FONSECA et al. 2009).

4.6-Afericdo da ingestdo de agua e sodio e coleta de urina

A afericdo da ingestdo de agua e sodio (através da oferta de NaCl, 1,8%) foi realizada
em gaiolas metabdlicas dotadas de bebedouros volumétricos. A salina hipertdnica é
normalmente aversiva ao paladar de ratos. A ingestdo de fluidos é expressa em ml/100g por
periodos variaveis, de acordo com o protocolo experimental (diaria e 30, 60, 120 minutos
apos a reapresentacdo de fluidos). O indice de preferéncia por sodio foi quantificado pelo
volume de ingestdo de salina hiperténica dividido pelo volume de fluidos totais (volume de
salina hipertdnica + volume de agua).

A coleta da urina foi realizada diariamente e no dia do experimento no tempo 0 que
corresponde ao periodo anterior a oferta de fluidos. Apds a oferta de fluidos a urina foi coleta
no tempo de 120 minutos. A coleta da urina, além de mensurar o volume urinario, também foi
utilizada para verificar concentragdes urinarias de sodio.

4.7-Coleta de sangue

A coleta do sangue foi realizada por decapitacdo. O sangue foi colocado em trés tubos,
(1) em tubos de micro-hematécrito para mensuracdo de hematdcrito, (2) no tubo contendo
heparina (10 pL/mL), para avaliagdo de proteina, sodio, osmolalidade plasmatica, CORT,
AVP, OT e (3) tubos contendo inibidores de peptidases para as dosagens de ANP, ANG 1 e Il.
Esses inibidores sdo basicamente constituidos 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 apds centrifugagcdo (20 minutos, 3000 rotagdes/min
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a 4 °C) e estocado a -20 °C até o0 momento dos procedimentos padrdes para realizagdo da
mensuracao por técnicas especificas.

4.7.1-Avaliacdo de hematécrito, osmolalidade, proteina e sddio plasmatico.

Para afericdo do hematocrito, o sangue foi coletado em tubos de microhematocrito e
centrifugado (centrifuga FANEM) durante cinco minutos. Em seguida, foi utilizada uma
escala de microhematdcrito para determinagdo do mesmo.

Para a determinacdo da osmolalidade plasmatica foram utilizados 350 microlitros de
plasma em um osmdmetro de bancada (GONOTEC).

Para dosagem de proteinas plasmaticas, o plasma foi diluido (1:200) e foram utilizados
10 microlitros do plasma diluido associado a 200 microlitros do corante diluido (1:5) em um
leitor de ELISA (BIORAD).

Para quantificacdo do Na* plasmético o plasma foi diluido (1:100), ja com relagdo Na*
urinario a urina foi diluida (1:200) e imediatamente apds a diluicdo, o Na* foi dosado em um
fotdbmetro de chama (modelo MICRONAL b262).

Todas as aferigcdes mencionadas foram realizadas em duplicata.

4.7.2-Procedimentos para dosagens hormonais

4.7.2.1-Extracéo de horménios

Todos os procedimentos de extracdo foram realizados sobre gelo.

4.7.2.1.1- AVP e OT.

A AVP e OT foram extraidos do plasma com acetona e éter de petréleo: 1 mL de
plasma foi transferido para um tubo contendo 2 ml de acetona gelada (MercK, Brasil),
seguido por agitacdo de 30 segundos e centrifugacdo (2500 rpm, 25 min, 4°C);
posteriormente, o sobrenadante foi decantado para um tubo contendo 2 mL de éter de petroleo
(Reagen, Brasil), sendo submetido a agitacdo e reservado durante 2 min; o sobrenadante (éter
de petréleo) foi desprezado por aspiracdo e o liquido restante (acetona) contendo AVP e OT
foi submetido ao processo de liofilizacdo. No momento do ensaio, o produto liofilizado foi
ressuspenso com 250 pLL de tampao do ensaio.

4.7.2.1.2- Corticosterona.

A extracdo de corticosterona foi realizada a partir da adi¢do de 1 mL de etanol (4 °C) a
25 uL de plasma, sendo logo em seguida submetido a centrifugacdo (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 tampéo do ensaio e pipetado em
duplicata.
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4.7.2.1.3- ANG I, ANGII e ANP.

Nesta extracdo foram utilizados 1 ml de plasma que foi imediatamente acidificado
com 2 mL de TFA. As extragdes de ANP, ANG | e Il foram realizadas em colunas Bond-Elut
(Peninsula Laboratories, EUA). Essas colunas foram submetidas a uma pré-ativacdo com 4
mL de uma solucdo de acetonitrila a 60% (Merck, EUA) diluida em TFA 0,1% (solugdo A)
seguido de 20 mL de TFA 0,1% (solugdo B). Apds esse procedimento as amostras de plasma
foram colocadas individualmente nas colunas e eluidas novamente com mais 20 mL de
solugdo B. Os peptideos absorvidos foram ent&o eluidos em 3 mL de uma solucéo a 60% de
acetonitrila em TFA 0,1%, sendo coletados em tubos com dimensbes 12 x 75 mm e
liofilizados. No momento do ensaio, o liofilizado foi ressuspenso em 400 pL de tampédo de
ensaio.

4.7.2.2-Eficiéncia da extra¢do dos hormonios.

Para determinar a eficiéncia da extracdo dos horménios pelos métodos utilizados, uma
quantidade de (~ 25.000 cpm) do peptideo marcado (com 1251) foi adicionada a 1 mL de
plasma, o qual foi submetido as extragcbes, como descrito acima. Os sobrenadantes e o0s
precipitados, gerados em cada uma das etapas da extracdo, foram analisados no contador
gama e, a partir dos valores de suas radioatividades obtidas, foi calculada a propor¢do do
horménio recuperado no final do processo de extracdo. A extracdo foi considerada eficiente
quando a porcentagem de recuperacdo do horménio marcado foi acima de 80%. Os anticorpos
especificos para ANG | e Il, 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 especifico para CORT foi adquirido da Sigma (Missouri, USA) especificacdo
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
especificos 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 esta implementada e
tem sido rotineiramente utilizada no laboratério de Neuroendocrinologia Basica e Aplicada do
Departamento de Fisiologia da FMRP-USP.

4.9-Coleta do tecido ecefalico

Os cérebros foram retirados da calota craniana e imediatamente congelados em gelo
seco. Em seguida foi realizado o “punch” do inglés que significa uma puncao para retirada do
NDR em criostato de acordo com as coordenadas PAXINOS & WATNSO (2004).
Posteriormente os cérebros foram conservados a -80 °C até o momento da extracdo do RNAmM
para 0 RT-PCR. Todo o procedimento foi realizado em condicéo livre de RNAse.
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4.9.1-PCR em tempo real

As disseccOes das estruturas foram realizadas segundo as coordenadas do atlas de
PAXINOS & WATNSO (2004). Essas estruturas foram adicionadas a tubos RNAse-“free”,
contendo 750 pl de solugdo monoféasica de phenol/guanidinium thiocianate (Trizol®) de
acordo com as instrugdes 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 ul de agua tratada com DEPC. Uma aliquota
foi removida para verificar a integridade do RNA em gel agarose 1,5% e a eletroforese
realizada durante 60 min a 80V. Para a extracdo 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 esta
implementada e tem sido rotineiramente utilizada no laboratério de Neuroendocrinologia
Basica e Aplicada do Departamento de Fisiologia da FMRP-USP.

A anélise semi-quantitativa de expressao génica foi realizada por meio de reacdo da
transcriptase reversa em tempo real (Tagman®-pcr). Amostras de RNA total do nlcleo NDR,
extraidos foram submetidas a reacdo da transcriptase reversa em tempo real. As sequéncias de
cDNA foram enviadas para a empresa Applied Biosystems ® para a construcdo dos
iniciadores. Sondas para o gene TPH2 e 5-HT1A foram marcadas com reporter fluorescente
6-carboxi-4,7,2°,7’-tetraclorofluoresceina (TET). As reacdes foram realizadas em volumes de
50 pl contendo 50 ng de RNA total utilizando o sistema de deteccdo TagMan EZ RT-PCR
(Perkin Elmer, Foster City, CA cat# N808-0235). As reacdes com 40 ciclos foram realizadas
em um instrumento ABI PRISM 7000 (Catalogo 4330087, Perkin Elmer, Foster City, CA),
cujo aparelho caracteriza-se por possuir um termociclador acoplado a uma camara de CCD. A
amplificacdo da sequéncia alvo foi detectada em tempo real pela emissdo de fluorescéncia,
que ocorreu quando existia formacdo de dupla fita na regido codificada pelo par de
iniciadores. Foi considerada expressdo do gene, amostras que apresentaram intensidades de
fluorescéncia acima de dois desvios padrdo da média das intensidades dos controles negativos
(com auséncia 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 eficiéncia da amplificacdo para cada sonda no tecido estudado. Cada
amostra foi analisada em triplicata. Agua livre de cDNA foi usada como controle negativo. A
B-actina foi utilizada como gene controle para normalizar as reacdes e realizar a quantificacdo
relativa da expressao génica.

Na analise da curva de eficiéncia 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 concentracdes de RNAmM nas amostra. Apos essa etapa, avaliamos
matematicamente os valores para uso trabalhando com a divisdo da quantificacdo 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 referéncia (ACt = Ctalvo — Ctgene
de referéncia). A expressio do RNAm nas amostras desconhecidas foi determinado por 2—
AACt, onde AACt = ACtdesconhecido — ACtControle. Todos os dados apresentados amostram
relativas a expressdo do RNAmM em relacdo ao grupo controle.
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4.9.2-Western bloting

Amostras de tecidos cerebrais foram obtidas por “punch” (microdissec¢do) com
agulha de diametro de secgdes coronais com 2000um para NDR segundo as coordenadas do
atlas de PAXINOS & WATNSO (2004). Essas amostras foram em seguida homogeneizadas
no tampdo Tris-HCI (pH 7,2). Este tampao ¢ constituido por um “mix” de inibidores de
protease e fosfatase (1 mg/mL de aprotinina, leupeptina, PMSF, pirofosfato de sédio, fluoreto
de sddio e ortovanadato de s6dio). Logo em seguida, o material bioldgico foi centrifugado a
uma rotacdo de 15.000 rpm durante 40 minutos sendo a 4 °C. Ap6s a centrifugacdo
realizamos a quantificacdo proteica das amostras, sendo sempre em duplicata. A dosagem de
proteina foi realizada pelo método de BCA, e utilizando o espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 562 nm. A solubilizacdo das amostras foram feitas em tampé&o (20%
de 4-glicerol, Tris 1M pH 6,8, SDS 4%, DTT 0,1M, azul de bromofenol 0,02%; pH 6,8) a
95°C 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 transferéncia das
proteinas para uma membrana de nitrocelulose 0,45 mm. Posteriormente, a membrana foi
incubada em solucéo de blogueio (TBS-T e 10% albumina sérica bovina) por 90 minutos.

Realizado o bloqueio, incubamos a membrana sob agitacdo a temperatura de 4°C,
overnight com anticorpo primério rabbit anti-B-actina 1:1000, TPH2 1:10.000 em solugéo
contendo TBS-T e 5% de albumina de sérica bovina. Logo em seguida, foi realizada a
incubacdo da membrana com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado a
peroxidase (Cell Signaling Technology, EUA), sendo a diluicdo na proporcéo de 1:3.000 em
solucdo contendo TBS-T e 5% de albumina sérica bovina, durante um periodo de 1 hora. Por
fim, a membrana foi incubada durante 6 minutos com uma mistura de reagentes contidos no
kit de quimioluminescéncia amplificada (ECL 17 Plus, GE-Amersham, EUA). A detecc¢éo por
quimioluminescéncia foi realizada em sistema de detec¢cdo Chemidoc XRS + Imaging System
(BioRad, EUA), com exposicdo de 90 segundos.

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

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) € um dos modelos de avaliacdo de ansiedade em
ratos e camundongos mais largamente utilizados na pesquisa. O LCE é um teste de ansiedade
amplamente utilizado tanto para a investigacdo de farmacos ansioliticos, quanto para
investigar as bases neurofisiologicas da ansiedade. No ano de 1984, Handley e Mithani
validaram o teste através de avaliacdes experimentais com agonistas e antagonistas alfa-
adrenérgicos. Neste trabalho eles constataram que drogas como o diazepam (ansioliticos)
eram capazes de aumentar a proporcao do nimero de entradas nos bracos abertos em relagédo
ao total de entradas (braco aberto + braco fechado), enquanto os agentes ansiogénicos, como a
picrotoxina, diminuiam esta propor¢cdo (HANDLEY & MITHANI, 1984). A proposta do teste
foi baseada no comportamento natural dos animais, ndo oferecendo nenhum tipo de punicéo
aos mesmos. O uso deste teste para a deteccdo de tais efeitos foi validado através de avaliagcdo
de pardmetros comportamentais, fisioldgicos e farmacolégicos (PELLOW et al. 1985) .

O aparato utilizado neste teste foi construido em madeira, constituido por dois bracos
abertos unidos perpendicularmente a dois bracos circundados por paredes (bragos fechados).
Como é elevado, esse se encontra a 50 cm acima do solo. As dimensdes dos bracos abertos
sdo (50 x 10 x 1cm) e dos bragos 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 parametros principais que incluem ndmero de entradas
nos bragos abertos e fechados, o tempo de permanéncia nos bracos abertos, fechados e na
plataforma central, e porcentagem do niumero de entradas e tempo de permanéncia nos bracgos
abertos e/ou plataforma central em relacdo aos bragos fechados. Numa avaliacdo secundéria
foram mensurados o0s indices comportamentais relativos ao numero de bolos fecais,
exploracdo vertical (rearing), autolimpeza (grooming), postura estendida (stretched attend
posture — SAP) e mergulho de cabeca (head dipping - HD).

4.10.2-Teste do Campo Aberto (CA).

O campo aberto foi inicialmente elaborado para avaliar parametros emocionais em
ratos. Essa elaboracéo 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), defecagéo, tempo gasto para deixar a area central e observar comportamentos
como locomogéo (numero de linhas cruzadas no chéo da arena pelo animal). Neste modelo os
roedores tém certa preferéncia a permanecer na periferia do aparelho, normalmente proximos
as paredes, tal comportamento é caracterizado pela tigmotaxia (RAMOS et al. 1997,
CAROLA et al. 2002). A tigmotaxia esta vinculada a esquiva de areas abertas, desconhecidas
e potencialmente perigosas. No LCE a tigmotaxia estd atrelada a aversdo do animal a
permanecer no braco aberto. Mediante a isso, a tigmotaxia € um parametro relacionado a
ansiedade no CA e LCE (CHOLERIS et al. 2001). A utilizacdo deste modelo na avaliagdo da
ansiedade tem como fundamentacdo o estudo da ambulacdo e permanéncia do animal na
regido central. Aumento da ambulacdo e maior permanéncia na regido central seriam
indicativos de uma reducdo da ansiedade (CHOLERIS et al. 2001). Entretanto, esta proposta
tem sido criticada por alguns autores, ja que as medidas avaliadas parecem influenciar mais 0s
fatores como atividade locomotora e exploracéo.

Consiste em uma arena circular com 60 cm de diametro. O chéo é dividido em 12
secdes, circundado por uma parede circular de parede lateral de aco com 50 cm de altura e
piso consistindo de madeira pintada de branco com linhas pretas. O nimero de areas
invadidas com as quatro patas pelo animal foi quantificado (ambulacéo). Neste teste o animal
foi colocado na regido central e os parametros comportamentos foram registrados durante 5
minutos.

Os parametros utilizados foram namero de ambulacgdes na periferia (areas com paredes
laterais); nimero de ambulacdes no centro (areas sem contato com paredes laterais); tempo de
imobilidade na periferia; tempo de imobilidade no centro; nimero de rearings (elevacdes nas
patas traseiras); tempo e numero de grooming (autolimpeza); nimero de espreitas no centro;
namero de espreitas na periferia; nimero de bolos fecais.

4.11-Analise estatistica dos resultados
Os resultados obtidos foram expressos em forma de médias * erro padrdo da média
(EPM) e submetidos a analise da variancia (ANOVA) de duas vias ou de trés vias (fatorial)

seguida do pds-teste de Bonferroni. Os valores médios serdo comparados nos diferentes
tratamentos e condigcdes experimentais com o nivel de significancia estabelecido em 5%.
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4.12-Procedimentos experimentais

Os animais constituiram os seguintes procedimentos experimentais:

1)

2)

3)

Estudo dos parametros hidroeletroliticos diarios (ingestdao de &gua, salina,
volume urindrio e sdédio urindrio) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas
cronicamente com 8-OH-DPAT ou veiculo.

Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas individuais antes da cirurgia de
ovariectomia para ambientacdo, e o0s respectivos grupos foram submetidos a avaliagdo
da ingestdo de agua, salina hipertdnica (1,8%), volume urinario e excrecdo de sddio.
Essa avaliagdo ocorreu durante todo periodo da reposicdo hormonal e do tratamento
com 8-OH-DPAT (figura 3).

Estudo da ingestdo alimentar e variacdo de peso corporal diario em ratas OVX e
OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT.

Estes parametros foram avaliados em gaiolas metabdlicas individuais, de acordo com
0 protocolo acima (1).

Estudo dos parametros hidroeletroliticos (ingestdo de agua, salina, volume
urinario, sodio urinario e plasmatico, osmolalidade plasmatica, proteina
plasmatica e hematocrito) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com
8-OH-DPAT ou veiculo em condicéo basal e apos deplecdo de sodio.

Neste procedimento experimental os pardmetros ingestdo de &gua, salina, volume e
sodio urinario foram realizados em gaiolas metabdlicas. Nesta avaliacdo os animais
foram divididos em grupos submetidos a (i) deplecéo de sddio (furosemida a 20mg/kg,
com acesso livre a agua, 24 horas anterior ao experimento) e em (ii) condicao basal.
Para a avaliacdo do sodio, osmolalidade, proteina plasmatica e hematocrito os animais
foram eutanasiados por decapitacdo para coleta do plasma no tempo zero do décimo
terceiro dia como descrito na figura 3.

4) Avaliacdo por radioimunoensaio dos parametros neuroendocrinos (ANG I,

5)

6)

ANGII, OT, AVP, ANP, CORT) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente
com 8-OH-DPAT ou veiculo em condicéo basal e apds deplecéo de sodio.

Assim como no procedimento 3 os animais foram divididos em grupos submetidos a
(i) deplecdo de volume e (ii) condicdo basal. A mensuracdo deste parametro foi
realizada pela coleta do plasma e mensurada pela técnica de radioimunoensaio no
tempo zero do décimo terceiro dia como descrito na figura 3.

Estudo da expressdo génica no NDR (TPH2 e 5-HT1A, GAD) em ratas OVX e
OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT em condicdo basal e apos
deplecdo de sodio.

Neste procedimento os grupos foram os mesmo do anterior, sendo nesta analise a
coleta do encéfalo (especificamente o “punch” do NDR, regido mesencefalica) para
quantificacdo do RNAm dos respectivos genes descritos acima. A andlise foi realizada
pela técnica de PCR no tempo zero do décimo terceiro dia como descrito na figura 3.

Estudo da sintese protéica no NDR (TPH2) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas
cronicamente com 8-OH-DPAT em condicéo basal e apds deplecdo de sodio.

Para quantificacdo da TPH2 os animais foram separados de acordo com os protocolos
2, 3, 4 sendo “punch” realizado com uma agulha de didmetro 2 mm. Neste
procedimento a quantificagdo da TPH2 foi realizada pela técnica de Western Blot.
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7) Estudo dos parametros comportamentais (LCE e CA) em ratas OVX e OVX-E2
tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT em condicé&o basal.
Neste parametro os animais foram avaliados apenas em condi¢do basal, os animais

foram submetidos ao teste do

labirinto em cruz

elevado para avaliacdo

comportamental relacionada a alterac6es 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.

1)Avaliagio em gaiola
metabolica para os estudar
ingestio de fluidose volume e
sodio e osmolaridade urinaria
2)Eutanasia para coleta de
tecido e sangue

Inicio da da terapia
substitutiva estrogénica

\‘—\“——__

com estradiol

(80microg/ke SC, durante
13 dias; OVX+E2)

Dia 14
Administracio de 8-OH- 3)Teste comportamental LEC e
DPAT 250pg/ke, ip, CA
Cirurgia de durante 7 dias ) ou
Overiaonls veiculo (0.9% NaCl). '
l 13d
0
l | | | | | | | | | | | |
| | | | | | | | | |
1d 0d 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d 11d 12d
Arupo t‘ratadncom Deplecio de sadio
veiculo [6lec) OVX] ou

Furosemida (20mg/kg)
ou veiculo (0,9% NaCl)

300 B0 12

_—,/—/\ﬁ/

——

Avaliagao Diaria
Dos pardmetros hidroeletrolitico em
gaiola metabélica dia--1 até dia 12.

Figura 3-Representacdo esquematica dos protocolos experimentais.
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5-RESULTADOS

5.1-  Estudo dos parametros hidroeletrolitico diarios:

5.1.1- Ingestdo de &gua, salina, preferéncia por sodio em ratas OVX e OVX-E2 tratadas
cronicamente com 8-OH-DPAT.

Na figura 4A podemos evidenciar que no quarto dia ocorreu uma reducdo
significativa (10,57 + 0,54 vs 13,20 + 0,43 ml/100g: P<0,05) da ingestdo de &gua no grupo
OVX-E2 em relacdo ao grupo controle (OVX). Tal resultado também foi observado no quinto
dia (10,98 +0,50vs 13,32 +0,5ml/100g: P<0,05). Na andlise da ingestdo de salina
hipertonica (figura 4.1B) observamos uma menor ingestdo no grupo OVX-E2 em relagéo ao
grupo OVX no quarto, quinto e sexto dia respectivamente (3,05 + 0,74 vs 6,33
+ 1,06 ml/100g: P<0,05; 1,88 + 0,44 vs 4,92 + 0,76 ml/100g: P<0,05; 1,21 + 0,36 vs 4,15
+ 0,91 ml/100g: P<0,05). Ainda na figura 4B observamos que no primeiro dia (no grafico
corresponde ao sétimo dia) apos a administracdo de 8-OH-DPAT ha uma resposta
natriorexigenica do grupo OVX-8-OH-DPAT em relacdo ao grupo OVX-E2-8-OH-DPAT
(3,31 £ 0,62 vs 1,40 + 0,40 ml/100g: P<0,01). Esse efeito ainda é observado no dia seguinte,
ou seja, no segundo dia de administragdo de 8-OH-DPAT (no grafico corresponde ao oitavo
dia). O grafico demonstra um aumento da ingestdo de salina no grupo OVX-8-OH-DPAT em
comparagdo ao grupo OVX (5,18 +0,68 vs 2,13 + 0,53 ml/100g: P< 0,001) e esse aumento
também é observado em relacdo ao grupo OVX-E2-8-OH-DPAT (5,18 + 0,68 vs 1,88 + 0,52
ml/100g: P<0,001). Avaliamos ainda o indice de preferéncia por sddio diario como observado
na figura 4C. Nesta mensuragdo, podemos evidenciar uma menor preferéncia no grupo OVX-
E2, no sexto dia em relagcdo ao grupo OVX (0,079 + 0,020 vs 0,22 + 0,036: P<0,01). No
segundo dia apds a administracdo de 8-OH-DPAT (dia 8 no grafico) podemos observar um
aumento significativo da preferéncia por sodio no grupo OVX-8-OH-DPAT em comparacao
ao grupo OVX (0,32 £ 0,04 vs 1,4 + 0,036: P<0,001)
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& OVX-8-OH-DPAT (n=7) —&  OVX-8-OH-DPAT (n=7)
—-©- OVX-E2 (n=7-14) -©- OVX-E2 (n=7-14)
—8— OVX-E2-8-OH-DPAT (n=7) -8— OVX-E2-8-OH-DPAT (n=7)
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Figura 4: Avaliacdo da ingestdo diaria de agua (A), ingestdo de salina hipertonica (1,8%) (B) e
preferéncia por sédio (C) em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (OVX-
E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veiculo. *P<0,05;* P<0,01: compara OVX-E2 vs
OVX. "™P<0,001 compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX. °P<0,05;* P<0,01; “°P<0,001: Compara
OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT OVX. ANOVA trés vias.

5.1.2- Volume urinario, sédio urinario em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente
com 8-OH-DPAT.

Na avaliagdo do volume urinario diario como observado na figura 5A podemos
evidenciar um menor volume urinario especificamente no dia 8 no grupo OVX-E2-8-OH-
DPAT em comparagéo ao grupo OVX-8-OH-DPAT (7,54 + 1,04 vs 12,28 + 1,21 ml, P<0,05).
Ainda na figura 5A observamos uma reducéo estatistica do volume urinario no grupo OVX-
E2 em comparacdo ao grupo OVX no ultimo tempo avaliado que corresponde ao décimo
segundo dia (8,94 + 0,95 vs 14,25 + 1,29 ml, P<0,001).

Na excrecdo renal de sédio visualizada na figura 5B observamos uma menor
significativa na concentracdo urinaria de sodio no grupo OVX-E2 em relacdo ao grupo OVX
(615,95 +65,41vs 1208,9 + 153,76 mEqg/l, P<0,05) no sexto dia. No segundo dia de
administracdo de 8-OH-DPAT que equivale ao oitavo dia do grafico evidenciamos uma
diminuicdo significativa da excrecdo renal de sodio no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em
relacdo ao grupo OVX-8-OH-DPAT (736,18 + 95,06 vs 1039,28 + 265,82 mEg/l, P<0,01).
Podemos ainda observar uma reducdo significativa da concentracdo urinaria de sédio do
grupo OVX-8-0H-DPAT em relacdo ao seu respectivo grupo controle OVX no décimo
segundo dia (661,28 + 86,10 vs 1075,77 + 107,1 mEq/l, P<0,05).
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Figura 5: Avaliacao do volume urindrio (A) e carga excretada de sédio (mEg/1/100g) (B) em grupos
de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-
OH-DPAT ou veiculo. ®P<0,05;** P<0,01: compara OVX-E2 vs OVX. ™"P<0,001 compara OVX-8-
OH-DPAT vs OVX. °P<0,05; P<0,01; “°P<0,001: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-
DPAT OVX. ANOVA trés vias.

5.2- Estudo dos parametros metabdlicos diarios: Ingestéo de alimento e ganho de peso
em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT.

Na avaliacdo da ingestdo de alimento diaria (figura 6A) evidenciamos uma menor
ingestdo no quinto dia no grupo OVX-E2 em comparacdo ao grupo OVX (8,34 + 0,31 vs
10,27 + 0,36 mg/100g, P<0,05). Neste contexto, podemos destacar a menor da ingestdo
alimentar no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT quando comparado aos seu respectivo grupo
controle OV X-8-OH-DPAT, tal reducéo foi observada no décimo segundo dia (7,00 + 0,44 vs
9,25 + 0,35 g/100g, P<0,05).

Na figura 6B avaliamos a variacdo do peso corporal, nesta resposta curiosamente
observamos que no segundo dia representado no grafico, que corresponde 24 horas apés a
primeira administracdo de E2, o grupo OVX-E2 apresentou maior ganho de peso em relacéo
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 comparagdo ao grupo OVX (-
0,07 £ 0,86 vs 5,71 £ 0,92 g; P<0,001). J& no quinto dia, 0 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
ingestdo alimentar observada na figura 6A. Avaliando o resultado de variacdo relativa do peso
corporal notamos um maior do ganho de peso no grupo OVX-8-OH-DPAT em relacdo 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 gréafico que corresponde a avaliacdo de 24 horas ap6s a administracdo 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 relacdo 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 administracdo crbnica de 8-OH-DPAT associada a reposicao
estrogénica induziu uma redugdo do ganho de peso.
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Figura 6: Avaliacdo da ingestdo alimentar diaria (A) e ganho de peso (B) em grupos de ratas
ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT
ou veiculo. *P<0,05;* P<0,001: compara OVX-E2 vs OVX. ‘P<0,05 Compara OVX-8-OH-DPAT vs
OVX-E2-8-OH-DPAT.. “P<0,01: compara OVX-E2-8-OH-DPAT vs OVX-E2. ANOVA dua vias.

5.3- Estudo dos parametros hidroeletrolitico em ratas OVX e OVX-E2 tratadas
cronicamente com 8-OH-DPAT: em condicdo basal e ap6s deplecéo de sodio.

5.3.1- Avaliacdo da ingestao de agua, salina, preferéncia por sodio em:

5.3.2- Condicéao basal

Na avaliacdo da ingestdo de dgua em condicdo basal como demonstrada na figura 7A
evidenciamos uma inibicdo da ingestdo de agua no grupo OVX-E2 em comparagdo 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 condicdo basal ndo alterou a resposta
dipsogenica.

Com relacdo a ingestdo de salina hipertdnica (Figura 7B) a diferenca estatistica também
aconteceu no intervalo de 120 minutos, neste pardmetro ocorreu uma inibicdo do
comportamento natriorexigenico no grupo OVX-E2 em relacdo ao grupo OVX (0,051 + 0,042
vs 0,45 £ 0,095 ml/100g, P<0,001) e ainda observamos inibicao da ingestdo 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 preferéncia por sodio (figura 7C) os tratamentos ndo alteraram este parametro em
condicao basal.

30



bbb

aaa

hd
120

A -8 0OVX(n=6) B -8 0VX(n=6)
- OVX-8-OH-DPAT (n=7) & OVX-8-OH-DPAT (n=7)
-6~ OVX-E2 (n=7) -©- OVX-E2 (n=7)
-8- OVX-E2-8-OH-DPAT (n=7) -8- OVX-E2-8-OH-DPAT (n=7)
% 2.0 i g
@ z 0.6
[}
£3 38
89 T 0.4~
25 107 SE
o E 3s
o o M 0.2
o] 0.5+ @ O
2 7
g 4
2 2
= 0.0- £ 00 s
30 60 120 30 60
Tempo (min) Tempo(min)
¢ -8 0OVX(n=6)
& OVX-8-OH-DPAT (n=7)
-©- OVX-E2 (n=7)
8- OVX-E2-8-0H-DPAT (n=7)
0.8+
=)
8
3 0.6
<]
Q
8 0.4
o
c
g
q') -
ﬂq:) 0.2 |
o }/ [ I
0.0 * .
30 60 120
Tempo (min)

Figura 7: Avaliacio da ingestdo cumulativa de agua (A) salina 1,8% (B) e preferéncia por sodio (C)
em grupos de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (E2) e tratadas cronicamente
com 8-OH-DPAT ou veiculo em condico basal. ®* P<0,001: compara OVX-E2 vs OVX. "®P<0,001:
Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX. ANOVA dua vias.
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5.3.2- Deplec¢do de sodio.

Ao visualizar a figura 8 A podemos observar que ndo foi alterado o comportamento
dipsogénica entre os tratamentos nesta condicdo de deplecédo de sodio.

Por outro lado, na avaliagdo do comportamento natriorexigénico (Figura 8B) tanto a
reposicdo estrogénica quanto a administragdo repetida com 8-OH-DPAT interferiu nesta
resposta. A reposicdo, ou seja, 0 grupo OVX-E2 teve uma reducdo da ingestdo de salina em
relagcdo 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 reducéo significativamente da ingestéo de salina em relagdo 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 inibicdo do apetite por sédio no grupo
OVX-8-OH-DPAT em relagdo ao OVX-E2-OH-DPAT (1,31 £ 0,12 vs 2,26 + 0,17 ml/100g,
P<0,01).

Na figura 8 C ndo foram observadas diferencas estatisticas entre a reposicdo e o
tratamento na avaliagcdo da preferéncia por sédio.

A B OVX(n=6) B -8 OVX (n=6)
- OVX-8-OH-DPAT (n=7) B OVX-8-OH-DPAT (n=7)
-6~ OVX-E2 (n=7) -6~ OVX-E2 (n=7)
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Figura 8: Avaliacao da ingestdo cumulativa de agua (A) salina 1,8% (B) e preferéncia por sddio (C)
em grupos de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (OVX-E2) e tratadas
cronicamente com 8-OH-DPAT ou veiculo em condicdo de deplecédo de sédio .*** P<0,001: compara
OVX-E2 vs OVX. ™"P<0,001: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX. “P<0,01 Compara OVX-8-OH-
DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. ANOVA dua vias.

5.4-  Avaliacdo do volume e sodio urinario em condicéo basal e apos deplecdo de sddio.

De acordo com a figura 8 A observamos que em condicéo basal, ou seja, 0s animais que
ndo foram submetidos a desafio de deplecdo de volume ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os grupos com relacdo ao volume urinario no tempo zero antes da oferta de
fluidos. Porém em condicdo de desafio homeostatico, o volume urinario produzido em 24
horas apds a deplecdo de sodio foi menor no grupo OVX-E2 em relacdo ao grupo OVX
(13,25 £ 1,00 vs 24,42 + 1,47 ml, P<0,05) e ainda uma diminui¢do do volume de urina foi
produzido no grupo OVX-8-OH-DPAT em comparagdo ao grupo OVX (16,94 £+ 0,99 vs
24,42 + 1,47ml, P<0,05). Quando comparamos o efeito da deplecdo de s6dio observamos um
aumento significativo no grupo OVX em comparagdo com o seu respectivo grupo OVX em
condicdo 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 condicdo de deplecdo em comparacdo ao grupo OVX-8-OH-
DPAT em condicéo basal (16,94 £+ 0,99 vs 9,10 + 1,85 ml, P<0,01)

O volume urinério foi avaliado juntamente com a ingestdo de fluidos, ou seja, 120
minutos apds a oferta de fluidos (figura 8B). Neste também ndo verificamos diferencas
significativas no volume urinario entre os grupos em condicdo basal. Por outro lado, na
condicao de deplecédo de volume verificamos uma reducdo significativa do volume urinario no
intervalo de 120 minutos no grupo OVX-E2 e OVX-8-OH-DPAT em relacdo 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 reducdo do volume urinario no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relacdo ao grupo
OVX-8-OH-DPAT (3,25 + 0,36 vs 2,25 + 0,25 ml, P<0,05). Ja em relacdo ao efeito da
deplecdo de sddio observamos que em 120 minutos apds a oferta dos fluidos o aumento do
volume urinario foi significativo em todos 0os grupos em relacdo aos seus respectivos em
condicdo basal, sendo P<0,001.
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Figura 9: Avaliacdo do volume urinario 24 horas apés a deplecdo de sodio (A) e volume urinario 120
minutos ap6s a oferta de fluidos (B) em grupos de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com
estrogénio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veiculo em condicdo basal e ap6s
deplecéo de sédio. * P<0,05, *** P<0,001: compara OVX-E2 vs OVX. °P<0,05, *®P<0,001: Compara
OVX-8-OH-DPAT vs OVX. °P<0,05: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT.
"*P<0,01; *"P<0,001: compara a condicdo de deplecéo e condicdo basal em cada grupo. ANOVA
trifatorial (Fatores: Reposi¢do hormonal, Tratamento, Deplecéo de sédio).

Na figura 10 A evidenciamos uma menor excrecdo renal de sédio no grupo OVX-E2-
8-OH-DPAT em relagdo ao grupo OVX-E2 tanto em condicdo basal (335,48 + 56,49 vs
789,35 + 159,43 mEq/l, P<0,01) quanto em condicdo de deplecdo de sodio (295,44 + 41 vs
583,72 + 47,62 mEqg/l, P<0,05). Ainda em condicdo de deplecdo de volume observamos uma
menor concentracao urindria de sédio no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relacdo ao grupo
OVX-8-OH-DPAT (295,44 + 41 vs 607,54 + 58 mEq/I, P<0,05). Ainda podemos evidenciar
um aumento significativo da concentracdo urinaria de sodio no grupo OVX em condicéo de
deplecdo em relacdo ao grupo OVX em condicdo basal ( 925,97 + 105,57 vs 553,01 *
36,94mEg/l, P<0.05). Tal resultado ndo ¢ evidenciado nos e outros grupos avaliados.

A concentracdo de sddio urinario como observado na figura 10 B ndo foi alterada nos
grupos em condicdo basal. Em contrapartida, verificamos uma diminuicdo da excrecdo renal
de sodio no grupo OVX-E2 e OVX-8-OH-DPAT em relacdo ao grupo OVX (114,28 + 22,93:
217,74 £ 44,82 vs 492,24 + 46,31 mEQ/I, P<0,001). Ainda evidenciamos menor concentracao
de sodio urindrio no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em compara¢do ao grupo OVX-8-OH-
DPAT (113,53 + 26,23 vs 217,74 + 44,82 mEg/Il, P<0,05). Observamos ainda um efeito da
deplecdo de sodio no grupo OVX, ou seja, este apresentou um aumento significativo na
concentracdo urinaria de sddio em relacdo ao grupo OVX na condicdo basal (492,24 + 46,31
vs 113,93 + 23,50mEg/l, P<0,05).
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Figura 10: Avaliacdo da concentracao urinaria de sodio 24 horas apés a deplecdo de volume (A) e
concentracdo urinaria de sédio 120 minutos apds a oferta de fluidos (B) em grupos de ratas
ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT
ou veiculo em condicdo basal e apds deplecéo de sédio. ? P<0,05, *** P<0,001: compara OVX-E2 vs
OVX., "™P<0,001: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX °P<0,05: Compara OVX-8-OH-DPAT vs
OVX-E2-8-OH-DPAT. ' %P<0,05, - “P<0,001: Compara OVX-E2-8-OH-DPAT vs OVX-E2. *P<0,05
compara a condicdo de deplecdo e condi¢do basal em cada grupo. ANOVA trifatorial (Fatores:
Reposicdo hormonal, Tratamento, Deplecéo de sédio).

5.5- Avaliacdo da osmolalidade, sodio e proteina plasméatica e hematdcrito em
condicao basal e ap6s deplecédo de sodio.

Com relacdo a osmolalidade plasmatica observamos na figura 11 A que em condicdo
basal ndo foi evidenciado diferencas estatisticas entre os grupos avaliados. Porém nos animais
submetidos a deplecdo, observamos maior osmolalidade no grupo OVX-E2 em relacdo 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 relagédo ao grupo OVX-8-OH-DPAT (311,64 +
5,61 vs 301,14 + 2,07 mOsm/kg, P<0,01). A deplecdo de sodio promoveu uma diminuicdo da
osmolalidade plasmatica somente no grupo OVX em relacdo ao seu respectivo grupo OVX
em condicdo basal (294,61 + 1,29 vs 310,64 * 2,045 mOmsl/Kg, P<0,05).

Em relacdo a concentracdo plasmatica (Figura 11B) de sddio observamos ser maior no
grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em comparagdo ao grupo OVX-E2 (141,71 + 2,35 vs 138,57 +
1,79 mEg/l, P<0,05). J& na condicdo de deplecdo ndo observamos diferencas estatisticas entre
0S grupos.
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Figura 11: Avaliacdo da osmolalidade plasmatica (A) e concentracdo plasmatica de sodio (B) em
grupos de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (E2) e tratadas cronicamente com 8-
OH-DPAT em condicdo basal e apds deplecdo de sédio. * P<0,01: compara OVX-E2 vs OVX.,
“P<0,01: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. ‘ ’P<0,05: Compara OVX-E2-8-OH-
DPAT vs OVX-E2. *P<0,05: compara a condicdo de deplecdo e condigdo basal em cada grupo.
ANOVA trifatorial (Fatores: Reposi¢do hormonal, Tratamento, Deplecdo de sodio).

Na avaliacdo de proteina plasmatica (figura 12A) observamos que esta variavel foi

maior no grupo OVX-E2 em relacdo ao grupo OV X tanto em condicéo basal (10,38 + 0,31 vs
8,57 + 0,39 mg/dL, P<0,001) quanto em condi¢cdo de deplecdo (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
comparacgdo ao grupo OVX-8-OH-DPAT novamente tanto em condi¢do basal (11,1 £ 0,43 vs
9,13 + 0,15 mg/dL, P<0,001) quanto em condi¢cdo de deplecdo (11,46 = 0,26 vs 9,50 + 0,30
mg/dL, P<0,001). O fator deplecdo ndo interferiu nos grupos avaliados.
Em relacdo a quantificacdo de hematocrito (figura 12 B) verificamos que ndao houve
diferencas estatisticas entre os grupos avaliados em condicdo basal. Porém na condicdo de
deplecdo o grupo OVX-E2 apresentou uma reducdo significativa em relagdo ao grupo OVX
(44,6 £ 0,76 vs 49,21 + 1,97 g/dL, P<0,05). Nao houve diferencas entre a deplecdo de sodio e
a condicdo basal nos grupos
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Figura 12: Avaliacdo da proteina plasmatica (A) e hematécrito (B) em grupos de ratas
ovariectomizadas (OVX) reposta com 4estrogénio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-
DPAT ou veiculo em condicéo basal e apds deplecdo de sédio * P<0,05, ** P<0,001: compara OVX-
E2 vs OVX., “P<0,05: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. ANOVA trifatorial
(Fatores: Reposicdo hormonal, Tratamento, Deplecao de s6dio).

5.6- Avaliacdo por radioimunoensaio dos parametros neuroendocrinos (ANG I, ANGII,
OT, AVP, ANP, CORT) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-
DPAT em condicéo basal e apo6s deplecdo de sddio.

Na figura 13 A verificou um aumento significativo da ANGI plasmatica no grupo
OVX-E2-8-OH-DPAT em comparagdo ao grupo OVX-8-OH-DAPT em condicdo basal
(385,17 + 61,41 vs 153,57 £ 8,12 pmol/ml, P<0,05). Em contrapartida, observamos uma
menor concentracdo plasmatica de ANGI no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relacdo ao
grupo OVX-8-OH-DAPT em condicdo de deplecdo de sddio (409,08 + 51,90 vs 626,19 *
69,74 pmol/ml, P<0,05). A deplecdo aumentou ANG | no grupo OVX e OVX-8-OH-DAPT
em relacdo aos seus respectivos grupos OVX e OVX-8-OH-DAPT em condicdo basal (596,91
+47,78: 596,91 + 47,78 vs 212,28 + 33,54: 153,57 + 8,12 pmol/ml, P<0,001).

Em relacdo a ANGII plasmatica (Figura 13B) esta foi menor no grupo OVX-8-OH-
DAPT em relacdo ao grupo OVX em condicdo basal (7,36 £ 1,11 vs 15,66 + 2,87 pmol/ml,
P<0,01). Na condicdo de deplecdo de sddio, verificamos uma menor concentracdo plasmatica
de ANGII no grupo OVX-E2 em relacdo ao grupo OVX (11,54 + 1,49 vs 17,49 + 221
pmol/ml, p<0,05). Ndo foram observadas diferencas estatisticas entre a deplecao de sodio e a
condicao basal entre 0s grupos.
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Figura 13: Avaliacdo da Angiotensina | (A) e Angiotensina Il (B) plasmatica em grupos de ratas
ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT
ou veiculo em condicdo basal e ap6s deplecdo de sédio "°P<0,01: Compara OVX-8-OH-DPAT vs
OVX. ' °P<0,05, “P<0,01 : Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. ***P<0,001:
compara a condicdo de deplecdo e condicdo basal em cada grupo. ANOVA trifatorial (Fatores:
Reposicao hormonal, Tratamento, Deplecao de sédio).

De acordo com a figura 14 A observamos maior concentracdo plasmatica de OT no
grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relacdo ao grupo OVX-E2 em condicdo basal (1,37 + 0,17
vs 0,68 = 0,07 pmol/ml, P<0,001) e deplecédo de sodio (1,80 * 0,22 vs 0,99 + 0,10 pmol/ml,
P<0,001). Em condicdo de deplecdo, foi verificado uma mais elevada concentracdo
plasmatica de OT no grupo OVX-E2 em comparacao 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 relacdo ao
grupo OVX-8-OH-DPAT (1,80 + 0,22 vs 0,87 £ 0,13 pmol/ml, P<0,001). A deplecdo de
sodio nao alterou a concentracdo de OT entre 0S grupos.

Os grupos na condicdo basal ndo tiveram diferencas estatisticas com relacdo a
concentracdo plasmatica de AVP (Figura 14B). Porém em condicdo de deplecdo de sddio,
verificamos maior concentracdo plasmatica de AVP no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT tanto em
relacdo 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£0,12vs 1,21+ 0,06 pmol/ml, P<0,01). Com relacéo ao efeito da
deplecdo observamos um aumento significativo na concentracdo plasmatica de AVP gquando
comparado aos respectivos grupos em condicdo 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: Avaliacdo da ocitocina-OT (A) e Vasopressina-AVP (B) plasmatica em grupos de ratas
ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT
ou veiculo em condicdo basal e apds deplecdo de sédio. ® P<0,05: compara OVX-E2 vs OVX.,
“pP<0,01, ““P<0,001: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. - ““P<0,001: Compara
OVX-E2-8-OH-DPAT vs OVX-E2. ""P<0,001; "*P<0.01: compara a condicdo de deplecdo e
condicdo basal em cada grupo. ANOVA trifatorial (Fatores: Reposi¢cdo hormonal, Tratamento,
Deplecéo de sadio).

Na figura 15A ndo observamos diferencas estatisticas entre os grupos em condigéo
basal. J& em condicdo de deplecdo verificamos maior concentracdo plasmatica de ANP no
grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em comparagdo ao grupo OVX-E2 (73,24 £ 8,05 vs 34,51 *
2,86 pmol/ml, P<0.01). A deplecdo de sddio aumentou estatisticamente a concentracdo
plasmatica de ANP em todos o0s grupos comparados com 0s seus respectivos na condicdo
basal (OVX, OVX-E2 e OVX-8-OH-DPAT: P<0.001 e OVX-E2-8-OH-DPAT: P<0,01).

Com relacdo a concentracdo plasmatica de corticosterona (Figura 15 B) em condicéo
basal evidenciamos que esta variavel foi menor no grupo OVX-8-OH-DPAT em relacdo ao
grupo OVX (2,04 £0,25vs 4,76 + 0,47 pumol/ml, P<0,01). J& o grupo OVX-E2 apresentou
maior concentracdo plasmatica de CORT em relacdo ao grupo OV X tanto em condicdo basal
(4,76 £0,47 vs 7,51 £ 0,41 pumol/ml, P<0,05) e apds deplecao de sodio (7,73 + 0,72 vs 5,74 +
0,32 41 umol/ml, P<0,05). E o grupo OVX-E2-8-OH-DPAT apresentou maior concentracao
plasmatica de CORT em comparacdo ao grupo OVX-8-OH-DPAT tanto em condi¢do basal
(7,42 £ 0,56 vs 2,04 £ 0,25 pmol/ml, P<0,001) como em condicdo de deplecdo de sodio (6,83
+ 0,55 vs 5,08 + 0,34 umol/ml, P<0,05). A deplecdo de sddio aumentou a concentracdo
plasmatica significativamente de CORT apenas no grupo OVX-8-OH-DPAT em compara¢do
ao mesmo ao grupo em condi¢do basal (5,08 + 0,34 vs 2,04 £ 0,25 umol/ml, P<0,01).
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Figura 15: Avaliacdo de ANP (A) e CORT (B) plasmatica em grupos de ratas ovariectomizadas
(OVX) reposta com estrogénio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veiculo em
condicdo basal e apés deplecdo de sédio. * P<0,05: compara OVX-E2 vs OVX. "P<0,05:compara
OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2. °P<0,05, “°P<0,001: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-
DPAT. - “P<0,01: Compara OVX-E2-8-OH-DPAT vs OVX-E2. ***P<0,001; **P<0.01: compara a
condicdo de deplecdo e condicdo basal em cada grupo. ANOVA trifatorial (Fatores: Reposicéo
hormonal, Tratamento, Deplecao de sodio).

5.7- Estudo da expressdo génica no NDR (TPH2, GAD e 5-HT1A) e transcricdo protéica
de TPH2 em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT em
condicao basal e ap6s deplecédo de sodio.

Na figura 16 A evidenciamos uma menor expressao relativa de RNAm para 5-HT1A
no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em comparacao ao grupo OVX-E2 em condicao basal (0,43+
0,10vs 1,52 + 0,45 unidades arbitrarias, P<0,05). Ja em condicdo de deplecdo de sddio,
observamos uma alteracdo desse padrdo, ou seja, hd uma maior expressao relativa de RNAmM
para 5-HT1A no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relagdo ao grupo OVX-E2 (1,50 + 0,30 vs
0,47 £ 0,13 unidades arbitrarias, P<0,05). Ndo observamos diferencas estatisticas nos grupos
com relacéo a deplecéo de sddio.

Na avaliacdo da expressao relativa de RNAm para TPH2 (figura 16 B) evidenciamos
uma menor expressdo nos grupos OVX-E2 e OVX-E2-8-OH-DPAT em comparagdo 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 arbitrarias, P<0,05) respectivamente. Ndo foram observadas diferencas estatisticas
entre 0s grupos em condicdo de deplecdo de sédio e ndo foi evidenciado o efeito da deplecao
nos grupos.

Com relacdo a expressdo relativa de RNAm para GAD (figura 16 C) ndo
evidenciamos diferencas estatisticas entre 0s grupos tanto em condicdo basal quanto apos
deplecdo de sddio e ainda ndo observamos qualquer alteracdo da deplecdo em relacdo a
condicdo basal.
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Figura 16: Avaliacdo das unidades arbitrarias de RNAm de 5-HT1A (A), TPH2 (B) e GAD (C) no
NDR em grupos de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (OVX-E2) e tratadas
cronicamente com 8-OH-DPAT ou veiculo em condicdo basal e apés deplecdo de sodio. * P<0,05:
compara OVX-E2 vs OVX . °P<0,05: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT. 'dP<0,05:
Compara OVX-E2-8-OH-DPAT vs OVX-E2. ANOVA trifatorial (Fatores: Reposi¢cdo hormonal,
Tratamento, Deple¢éo de s6dio).
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De acordo com a figura 17 A observamos menor expressao de TPH2 em relagdo a B-
actina no grupo OVX-E2 em comparagéo ao grupo OVX em condicéo basal (61,63 + 6,92 vs
100 £ 14,3 densidades relativas, P<0,05).

[ OVX (n=5-7)
] OVX -8-OH-DPAT (n=6-7)
BN OVX-E2 (n=5)
Bl OVX-E2-8-OH-DPAT (n=5)

a

w00 L T T L

a
<

o

T T
Condicao basal Deplecéo de sodio

Densidade relativa (TPH2/B-Actin)

Figura 17 Avaliacdo da densidade relativa de TPH2/S-Actina no NDR (D) em grupos de ratas
ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT
ou veiculo em condigéo basal e apés deplecdo de sédio. * P<0,05: compara OVX-E2 vs OVX.. ANOVA
trifatorial (Fatores: Reposi¢cdo hormonal, Tratamento, Deplecéo de sédio).

5.8-Avaliacdo das respostas comportamentais em ratas OVX e OVX-E2 tratadas
cronicamente com 8-OH-DPAT no teste de labirinto em cruz elevado.

Na avaliacdo dos parametros comportamentais visualizados no teste LCE, observamos
um menor (18 A) nimero de entradas no brago 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). J4 em relacdo ao
namero de entradas no braco fechado ndo foram detectadas alteragdes significativas entre 0s
grupos.

Quando avaliamos o tempo de permanéncia no braco aberto (18 B), observamos ser
maior no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relacdo ao grupo OVX-E2 (63, 72 £ 12,91 vs 11,63
+ 4,21 sec, P<0,05). No braco fechado, o tempo de permanéncia foi menor no grupo OVX-
E2-8-OH-DPAT em relagdo 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 permanéncia no brago fechado no grupo OVX-E2 em comparacdo ao grupo OVX
(260,2 £ 9,38 vs 214,7 £ 11,31 sec, P<0,05)

De acordo com a figura 18 C a relacdo entre o nimero de entrada no brago aberto
pelo braco fechado verificou-se ser maior no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relacdo 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 nimero de entradas no BA pelo BF
no grupo OVX-E2 em comparagédo ao grupo OVX (2,88 £ 1,93 vs 30,48 + 5,94, P<0,05).
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Figura 18: Avaliacdo do teste LEC em relacio ao nimero de entradas nos bragos abertos e fechados
(A), tempo de permanéncia (B) e relacdo do numero de entrada no brago aberto (BA)/brago fechado
(BF) em porcentagem (C) em grupos de ratas ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (OVX-
E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veiculo . *P<0,05: compara OVX-E2 vs OVX.
®P<0,05compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX. °P<0,05: Compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-
OH-DPAT OVX. *P<0,05; “P<0,01; ““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 numero de idas as extremidades no brago
aberto no grupo OVX-E2 em comparagdo ao grupo OVX (0,25 + 0,16 vs 3,22 = 0,86,
P<0,05). Ainda no braco aberto, verificamos um maior nimero de idas as extremidades no
grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relagdo ao grupo OVX-E2 (3,77 £ 0,79 vs 0,25 + 0,16,
P<0,01). Em relacdo ao numero de idas as extremidades no brago fechados ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos.

Na avaliacdo do tempo de permanéncia no brago aberto (Figura 19 B) verificamos
maior permanéncia no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relagdo ao grupo OVX-E2 (22,83 *
5,84 vs 1,53 + 1,06, P<0,05). J4 com relacdo ao tempo de permanéncia no brago fechado o
grafico demonstra uma menor permanéncia no grupo OVX-E2 em comparacdo ao grupo
OVX (74,5 + 6,44 vs 97,14 + 8,83, P<0,05).

O numero de quadrantes cruzados no braco aberto e fechado é evidenciado na figura
19 C, na qual observamos menor nimero de quadrantes cruzados no braco aberto no grupo
OVX-E em comparacdo 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). N&o observamos diferencas significativas
no nimero de quadrantes cruzados no brago fechado entre os grupos.
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Figura 19: Avaliacdo do teste LEC em relagdo ao numero de idas as extremidades nos bracos abertos
e fechados (A), tempo de permanéncia nas extremidades dos bracos abertos e fechados (B) e nimero
de quadrantes cruzados no braco aberto e fechado (C) em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX)
reposta com estrogénio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veiculo. ®P<0,05:
compara OVX-E2 vs OVX. °P<0,05; “P<0,01: Compara OVX-E2 vs OVX-E2-8-OH-DPAT OVX.

N&ao evidenciamos diferengas estatisticas com relagdo ao tempo e nimero de “gromming “
como observado na figura 20 A.

De acordo com a figura 20 B ndo evidenciamos diferencas estatisticas no parametro
namero de mergulho de cabeca no braco fechado entre os grupos. Em contrapartida no brago
aberto o numero de mergulhos de cabeca foi menor no grupo OVX-E2 em comparacdo ao
grupo OVX (0,57 £ 0,42 vs 7,12 + 1,35, P< 0,001). Observamos ainda que esta variavel foi
maior no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relacdo ao grupo OVX-E2 e OVX-8-OH-DPAT
(9,75£1,84vs 0,57 £0,42: 3,62 + 1,59, P<0,001).
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Figura 20: Avaliacdo do teste LEC em relacdo ao nimero de comportamentos complementares como
namero e tempo de autolimpezas (gromming) (A), nimero de mergulho de cabeca no braco fechado
(HD BF) e aberto (HD BA) (B) em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio
(OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veiculo. ***P<0,001: compara OVX-E2 vs
OVX .°*P<0,001: compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT; ““P<0,001: Compara OVX-
E2 vs OVX-E2-8-OH-DPAT.

Evidenciamos na figura 21 A que em relagdo ao ntimero de “Hearing” uma redugdo no
grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em comparacdo ao grupo OVX-8-OH-DPAT (25,87 + 1,30 vs
33,00 + 2,62, P<0,05). Ja com relacdo a0 numero de “SAP” ndo observamos diferencas
estatisticas entre 0s grupos.

Quando avaliamos o nimero de bolos fecais (Figura 21 B) nao observamos diferencas
entre oS grupos.
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Figura 21: Avaliacdo do teste LEC em relagdo ao nimero de comportamentos complementares como
exploracgdes verticais (Hearing) (A) e nimero de postura estendida (SAP) (B) em grupos de ratos
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ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-
DPATou veiculo. °P<0,05: compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT.

5.9-Avaliacdo 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 niumero de quadrantes totais
percorridos no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT em relagdo ao grupo OVX-E2 (41,50 £ 2,45 vs
57,63 * 3,53, P<0,01). Em contrapartida, com relacdo ao nimero de quadrantes periféricos
(22 B) e centrais (22 C) percorridos ndo evidenciamos diferengas estatisticas entre 0s grupos.
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Figura 22: Avaliacdo do teste Campo Aberto em relacdo ao nimero de quadrantes totais percorridos
(A), nimero de quadrantes periféricos percorridos (B) e nimero de quadrantes centrais percorridos
(C) em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (OVX-E2) e tratadas
cronicamente com 8-OH-DPAT ou veiculo. ddP<O,01: compara OVX-E2 vs OVX-E2-8-OH-DPAT.
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Nos parametros relacdo entre o nimero de quadrantes centrais percorridos sobre o nimero de
quadrantes periféricos (figura 23 A), ndo evidenciamos diferencas estatisticas. Assim como, a
relacdo entre o nimero de quadrantes periféricos percorridos sobre o niUmero de quadrantes
totais (Figura 23 B) e numero de cruzamentos no quadrante central (Figura 21 C) ndo
diferiram entre 0s grupos.
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Figura 23: Avaliagdo do teste Campo Aberto na relacdo entre o nimero de quadrantes centrais
percorridos sob o numero de quadrantes periféricos em porcentagem (%) (A), relacdo entre o nimero
de quadrantes periféricos percorridos sob o nimero de quadrantes totais em porcentagem (%) (B) e
nimero de cruzamentos no quadrante central (C) em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX) reposta
com estrogénio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veiculo.
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Com rela¢do ao numero de “gromming” como visto na figura (24 A) foi menor no grupo
OVX-E2-8-OH-DPAT em relacdo 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 comparacao ao grupo OVX (63,25 + 14,39 vs 26,13 £ 8,42, P<0,05).
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Figura 24: Avaliacdo do teste Campo Aberto nos parametros nimero (A) e tempo (B) de autolimpeza
“gromming em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX) reposta com estrogénio (OVX-E2) e tratadas
cronicamente com 8-OH-DPAT. °P<0,05: compara OVX-8-OH-DPAT vs OVX-E2-8-OH-DPAT;
bP<0,05: compara OVX vs OVX-8-OH-DPAT ou veiculo.

Com relacdo o numero de exploracdo vertical “Rearing” (Figura 25 A) e nimero de
bolos fecais (figura 25 B) ndo foram evidenciados diferencas significativas entre 0s grupos.
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Figura 25: Avaliacdo do teste Campo Aberto nos parametros nimero de exploracdes verticais
“Rearing” (A) e numero de bolos fecais (B) em grupos de ratos ovariectomizadas (OVX) reposta com

estrogénio (OVX-E2) e tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT ou veiculo.
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6-DISCUSSAO

6.1-Estudo dos parémetros hidroeletrolitico didrios (ingestdo de agua, salina, volume
urinario, sodio urinario e osmolalidade urinaria) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas
cronicamente com 8-OH-DPAT.

J& é descrito que o E2 diminui a ingestdo de &gua e salina hiperténica numa variedade de
espécies, incluindo ratos. A maioria dos estudos disponiveis sugere que este mecanismo é
mediado por agBes classicas em receptores nucleares, efeitos gendmicos. Adicionalmente,
estudos recentes indicam que a diminuigdo da resposta dipsogénica e natriorexigénica parece
ser mediada por receptores de E2 localizados na membrana. Particularmente, experimentos
onde os autores administraram uma férmula especifica de E2 (impermeavel & membrana
plasmatica) no terceiro ventriculo apresentaram inibi¢do da ingestdo de agua (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 s6dio ndo realiza acompanhamento diario, essa estratégia foi fundamental
para tracarmos uma metodologia que reunia a visualizacdo dessa resposta e verificacdo da
utilizacdo de um farmaco adequado para compreender os mecanismos fisiologicos envolvidos
nessa resposta mediada pelo E2 na regulacdo da ingestdo de fluidos. Com isso, observamos
uma reducdo da resposta dipsogénica e natriorexigénica 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 modulacdo do estrogeno na ativacdo do
SRA periférico e central, na reabsorcao renal de sddio, na regulacdo das acGes periféricas e
centrais de vasopressina e na modulacdo do sistema serotoninérgico, além de outros sistemas
fisiologicos que regulam a homeostase hidrica (ROGERS et al. 2007; STACHENFELD et al
1998: DALMASSO et al. 2011).

Diferentemente da ingestdo de agua, a reducdo da resposta natriorexigénica foi observada
no sexto dia de avaliacdo, dado esse que refletiu na redugdo da preferéncia por sodio e ainda
na diminuicdo da excrec¢éo renal de sodio no grupo tratado com E2. Ou seja, parece existir um
mecanismo renal compensatério para manutencdo da homeostase hidroeletrolitica. Alem
desse mecanismo compensatorio, a literatura ja descreve que o E2 aumenta a reabsorcdo de
sodio atuando diretamente no aumento da expressao renal de canais epiteliais de sodio
(ENaC) do tdbulo distal convoluto e ducto coletor (GAMBLING et al. 2004; PECHERE-
BERTSCHI et al. 2002).

Tendo em vista a ampla acdo do E2 na homeostase hidroeletrolitica regulando a saciedade
ao sddio, inibindo sede e modulando outros parametros destacados aqui, consideramos
relevante entender tais mecanismos e através da administracdo cronica de 8-OH-DPAT nos
grupos OVX e OVX-E2 buscamos avaliar o papel do E2 associado a um farmaco que
interfere na atividade do sistema serotoninérgico nestas respostas. Neste sentido, ndo
observamos diferencas estatisticas em relacdo a ingestdo diaria de dgua apds a administracao
de 8-OH-DPAT. Porém em relacdo a ingestdo de salina hipertdnica, observamos no primeiro
e segundo dia que apos a administracdo do farmaco houve uma resposta natriorexigénica
significativa em ratas OVX tratadas com 8-OH-DPAT agudamente que foi atenuada pela
reposicdo estrogénica. Essa resposta parece ser dependente do efeito agudo do farmaco, ja que
0 uso agudo de agonista de receptor 5-HT1A parece reduzir a atividade do sistema
serotoninérgico e com isso interferir na modulacdo deste sistema na ingestdo de sal
(FONSECA et al. 2009). A atenuacdo do E2 nesta resposta parece ser mediada por acéo direta
em receptores Ef localizados no NDR que aumenta a atividade neuronal (DONNER &
HANDA, 2009). Ainda nessa linha de raciocinio, esse efeito também foi refletido na
preferéncia especifica por sddio no segundo dia.
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Adicionalmente, o comportamento natriorexigénico refletiu no aumento da excrecéo renal
de sddio e volume urinario nos animais OV X tratados com 8-OH-DPAT. Nesta abordagem, o
E2 ao atenuar o comportamento natriorexigénico acaba promovendo respostas compensatorias
nos outros pardmetros avaliados. Por outro lado, o tratamento cronico com 8-OH-DPAT no
grupo OVX, que corresponderia ao décimo segundo dia de avaliacdo e sétimo dia de
tratamento, diminuiu a concentracdo urinaria de sddio sem alterar a ingestdo de sal. Tal efeito
parece ser mediado por mecanismos serotoninérgicos centrais (CAMARGO et al. 2010) que
modulam a atividade simpética renal alterando o fluxo urinario e excre¢do renal de sédio
(CHAMIENIA & JOHNS, 1994).

Finalizando essa abordagem, as respostas encontradas nessa avaliagdo temporal foram
fundamentais para tracarmos estratégias para avaliacdo dos parametros que serdo discutidos
nos itens 6.3, 6.4 e 6.5. Dessa forma tais estratégias se concentraram numa avaliagdo de um
possivel efeito cronico do tratamento com 8-OH-DPAT associado a uma reposicao prévia de
E2 em ratas OVX.

6.2-Estudo dos parametros metabolicos diarios: Ingestédo de alimento e ganho de peso
em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT.

Nesses parametros estudados aqui, buscamos compreender se alteracdo na homeostase
hidroeletrolitica poderia comprometer o balanco energético desses animais tratados com E2.
Evidéncias experimentais e estudos epidemioldgicos demonstram que o balango energético
em fémeas pode varia com as oscilacbes dos hormdnios gonadais (WADE, 1972; BUTERA,
2010). Dentre os hormdnios gonadais, esta bem documentado que o estrogénio suprime a
ingestdo de alimentos. Esse comportamento anorexigeno mediado pelo E2 apresenta
mecanismos periféricos que resultam no aumento da leptina plasmatica, e central que
medeiam a expressao diferencial de mMRNA de neuropeptidios no hipotalamo (SILVA et al.
2010).

A ovariectomia induz ganho de peso relacionado principalmente a um aumento da
ingestdo alimentar (MYSTKOWSKI & SCHWARTZ, 2000). A administracdo sistémica e
central de E2 em ratas OV X parece impedir essas mudancas (GEARY et al 200; BUTERA &
CZAJA, 1984). Curiosamente, observamos em nossos resultados que no segundo dia apds a
ovariectomia os animais OV X-E2 reverteram a perda relativa de peso corporal em relacdo aos
animais OVX, essa perda ap0s a ovariectomia € comum, porém o E2 reverteu essa perda sem
interferir na ingestao alimentar, retencdo hidrica e ingestdo de fluidos. Diferente do presente
trabalho, a maioria dos estudos experimentais que demostram efeitos anorexigenicos
mediados pelo E2 ndo avalia os primeiros dias de cirurgia, dessa forma é necessario mais
estudos para entender as bases fisiologicas desse efeito agudo do E2 em reverter a perda de
peso nos primeiros dias de ovariectomia.

Posteriormente, observamos em nossos resultados que ratas OVX tiveram um ganho de
peso relativo em relacdo a reposicdo com E2 no quarto e quinto dias. Como OVX-E2
apresentaram perda de peso corporal, esse efeito pode ser explicado em parte pela menor
ingestdo de fluidos e uma tendéncia a resposta anorexigena do E2. Além disso, possivelmente
outros sistemas que alteram os efeitos metabdlicos que apesar de ndo ter sido avaliado neste
trabalho, podem estar sendo recrutados pela reposicdo de E2. Um desses sistemas poderia ser
a modulacdo da sinalizacdo leptinérgicas nos neurdnios do hipotalamo que regulam o apetite
(FRIEDMAN E HALAAS, 1998; DHILLON et al. 2006). Vale lembrar que os estudos que
demostram uma inibi¢do do apetite e a consequente reducdo do tamanho da refei¢do, tém sido
associadas & sinalizacdo de colecistocinina (CCK) liberada do intestino delgado durante as
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refeicbes, um sinal de retroalimentacdo negativo que regula o tamanho das refeigdes
(GEARY, 2001).

A administracdo de 8-OH-DPAT no dia seguinte promove ganho de peso no grupo OVX,
ndo sendo suficiente para aumentar no grupo OVX-E2, apesar de observamos uma tendéncia
a esse ganho em relacdo ao grupo OVX-E2 controle. Como discutido anteriormente essa
resposta pode ser em parte vinculada a maior ingestdo de salina hipertonica nesse grupo,
sendo o sal um ion osmoticamente ativo que pode interferir no peso corporal. Como
mencionado anteriormente, nosso foco neste trabalho envolveu alteragdes na homeostase
hidroeletrolitica. Todavia, possiveis alteragdes nos parametros metabdlicos tais como
diminuicdo da sinalizacdo leptinérgica associada & diminuicdo da atividade serotoninérgica
pelo tratamento agudo com agonista 5-HT1A pode esta atrelado a essa resposta. Essa hipotese
é sustentada por evidéncias experimentais que demostram que animais ob/ob, animais
geneticamente modificados que apresentam deficiéncia na producdo de leptina, apresentam
diminuicdo dos transportadores de 5-HT no NDR, sugerindo que h& controle da sinalizacéo
leptinérgica ao nivel de NDR no controle da atividade serotoninérgica (COLLIN et al 2000).
Ainda nesta linha, estudos eletrofisiolégicos em animais Zucker, com auséncia de receptor de
leptina, demonstraram que 0s neur6nios serotoninérgicos desses animais sdo hiperexcitaveis
em comparagdo aos ratos magros (OHLIGER-FRERKING et al. 2003). No ultimo dia de
avaliagdo que corresponde ao décimo segundo dia, o efeito do tratamento cronico de 8-OH-
DPAT potencializou E2 na resposta anorexigena. Possivelmente, a soma desses efeitos pode
ter resultado no aumento da concentragdo extracelular de 5-HT em algumas areas do
prosencéfalo (ARTIGAS et al. 1996). Porém para variacdo de peso, o0 tratamento crénico de
8-OH-DPAT foi fundamental para promover tal perda, ja que a diferenca estatistica foi
significativa em relacdo ao grupo OVX-E2. Essa resposta ndo foi associada a alteracdo da
ingestdo alimentar e nem ingestdo de fluidos o que em parte pode estar associado a alguma
modulacdo no metabolismo energético.

Dessa forma, apesar do metabolismo energético ndo ser o foco deste trabalho tais
resultados nés intrigaram e possivelmente um levantamento mais apurado envolvendo E2,
neurdnios 5-HT no NDR e circuitos cerebrais envolvidos no comportamento ingestivo
deverdo ser mas cautelosamente investigado.

6.3-Estudo dos parametros hidroeletroliticos (ingestdo de agua, salina, preferéncia por
sodio, volume urinario, sodio urinario e plasmatico, osmolalidade urinaria e plasmatica,
proteina plasmatica, hematocrito) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com
8-OH-DPAT: em condicdo basal e apds deplecdo de sodio.

O papel do E2 na homeostase dos fluidos corporais tem sido investigado, embora a
natureza precisa desses efeitos fisiologicos do E2 ndo seja totalmente esclarecida (CURTIS,
2009). Certamente, as alteracdes comportamentais e neuroenddcrinas moduladas pelo E2
estdo relacionadas ao papel desse hormdnio no equilibrio hidroeletrolitico em ratas
(CHATAIGNEAU & SCHINI-KERTH, 2005).

Os comportamentos de ingestdo de agua e sal sdo exemplos de estado motivado
caracterizado por sinais fisioldgicos integrados de controle do mecanismo de regulacdo de
volume e osmolalidade. Dessa forma, destacam-se mecanismos humorais e centrais que
medeiam essa regulacdo. Neste sentido, evidenciamos que o E2 promove uma diminuicdo da
resposta dipsogénica em condicdo basal, durante o intervalo de 120 minutos de avaliacdo
durante a manhd. J& no comportamento natriorexigénico observamos reducdo tanto em
condi¢do basal quanto em condicdo de deplecdo de sodio (condi¢do essa que induz sede e
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apetite ao sodio intensamente). Ademais, a administracdo sistémica de E2 inibe a resposta
natriorexigénica induzida pela privacdo de sodio em ratas OVX (STRICKER et al. 1991,
FITZSIMONS, 1998). Atrelado a isso, evidenciamos no presente trabalho o mesmo efeito da
reposicdo com E2 nas ratas OV X tratada com agonista 5-HT1A durante sete dias. Estudos
realizados pelo grupo de Ciccocioppo demonstraram que a administragdo sistémica aguda de
agonistas 5-HT1A (COOPER et al. 1988; COOPER & CICCOCIOPPO, 1993) aumentava a
ingestdo de sal em animais submetidos a privacdo hidrica. Por outro lado, a administracao
sisttmica por longo prazo de agonistas serotoninérgicos de receptores 5-HT1A provoca
alteracbes na plasticidade dos autorreceptores somatodendriticos o que possivelmente
explicaria a inibigdo da ingestdo (FONSECA et al. 2009). Adicionalmente, na condigdo de
deplecdo de sodio evidenciamos ainda um efeito adicional do E2. Tal efeito promoveu uma
potencializagdo do tratamento crénico com 8-OH-DPAT na inibicdo especifica da ingestdo de
salina hipertonica. Dessa forma, essa resposta observada no comportamento ingestivo parece
depender dos efeitos do E2 na modulacdo do sistema serotoninérgico, tal hipétese é ainda
reforcada por estudos de DALMASSO et al. 2011 que demonstraram em condigdo de
deplecdo, inibicdo do apetite por sodio durante a fase ingestiva, mediada pelo aumento de
celulas imunorreativas de Fos/5-HT no NDR.

0 papel deste hormdnio na regulacdo central da homeostase hidroeletrolitica tem sido
atribuido através da demonstracdo de receptores estrogénicos (ER) em nucleos cerebrais
(SOMPONPUN, 2007). Por lado, efeitos periféricos parecem modular essa resposta.
Mulheres durante o periodo pré-ovulatorio, apresentam aumento do volume extracelular
(STEPHENNSO & KOLKA, 1988). Alem disso, durante a gravidez observamos uma
retencdo de agua e sodio (STACHENFELD, 2005). Evidenciamos uma diminui¢do do
volume urinario nos animais tratados com E2 na condicdo de deplecdo de sddio. Tal
observacdo foi associada a maior retencdo de sédio. A utilizacdo de um diurético de alca
promove perda de agua, devido a maior perda de sodio e retencdo de potéssio, sendo o sodio
um ion osmoticamente ativo, ele carreia dgua e com isso hd eliminacdo de uma urina
altamente diluida. Porém o E2 atenuou essa perda e consequentemente ndo compromete a
concentracdo plasmatica de sodio, mesmo apresentando comportamento antinatriorexigenico.
Estudos experimentais tém atribuido esse efeito de retencdo de sodio a regulacdo renal da
expressdo de canais de sodio, como discutido anteriormente. Essa hipotese é reforcada visto
que, o E2 parece modular a atividade simpatica renal, regulando os niveis de catecolaminas,
uma vez que ratas OV X apresentam aumentados niveis plasmatico e renal de catecolaminas e
0 E2 atenua esse aumento (GRACELI et al. 2013). Evidéncias experimentais, demostram que
E2 pode inibir a secrecdo e liberacdo de catecolaminas adrenal (FERNANDEZ-RUIZ et al.
1988) e pré-sinaptica (HEESCH & ROGERS, 1995). Como a atividade simpatica via
receptores alb, diminui a excre¢do renal de so6dio (DIBONA, 2005) e o E2 modula
negativamente a liberacdo de catecolaminas como descrito anteriormente, essa diminuicédo do
sodio urinério induzido pelo E2 parece ndo envolver atividade simpatica renal.

Em contrapartida, essa abordagem mencionada acima parece ser alvo do sistema
serotoninérgico central na modulacdo da excrecdo renal de sodio via atividade simpatica. A
administracdo icv de 5-HT promove natriurese. Tal efeito parece ser dependente de uma
diminuicdo da atividade simpaética renal, visto que a desnervacdo renal abole essa reposta
(MONTES & JOHNNSO, 1990). Ainda nesta linha de raciocinio, a injecdo aguda bilateral de
8-OH-DPAT na area lateral septal aumentou a excrecdo urinaria em ratos privados de agua
(CAMARGO et al. 2010). Desde 1991, Reis e colaboradores demonstraram uma importante
influéncia do sistema serotoninérgico na taxa de excrecao renal de sddio via administracao icv
de farmacos que modula a atividade serotoninérgica (REIS et al. 1991). No presente trabalho
demostramos que o tratamento crénico com 8-OH-DPAT diminui o volume de urina e a
excregdo renal, e a associagdo deste tratamento com a reposi¢cdo hormonal potencializam essa
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diminuicdo. Essa modulacdo serotoninérgica na regulacdo da excrecdo renal parece envolver
inervacdo simpética, porém a sinalizagdo periféerica e central possivelmente envolvem
mecanismos especificos.

Em condicdo basal, observamos um aumento da concentragdo plasmaética de sddio,
quando associamos a terapia estrogénica e o tratamento crénico com agonista 5-HT1A. Esse
aumento da concentracdo plasmatica parece influenciar a inibigdo do apetite especifico por
sodio nesta condigcdo. Porém é curioso que esse aumento da concentracao plasmatica de sédio,
ndo ter induzido aumento da excrecdo renal. Neste sentido, é interessante ressaltar que esse
aumento do sodio plasméatico numa condicdo de reposicdo com E2 e tratamento prolongado
com 8-OH-DPAT pode comprometer a homeostase hidroeletrolitica e a atividade elétrica das
células. Ainda com relacdo a fase de consumo, o padrédo de resposta com relagdo ao volume e
excrecao renal de sodio, ap6s o periodo de ingestdo parece depender tanto do tratamento com
E2, quanto do tratamento com 8-OH-DPAT, ou seja, a diminui¢cdo da excrecdo renal de sodio
influencia a reducdo do volume urinério.

A manutencdo da osmolalidade e a regulacdo do volume dos fluidos corporais séo
fundamentais para manter as condi¢des fisiologicas dos mamiferos. Dessa forma, observamos
que a deplecédo de sodio provoca uma diminui¢do da osmolalidade plasmatica no grupo OVX,
em contrapartida tanto o tratamento com agonista 5-HT1A, quanto a reposi¢ao e associacéo
dos dois efeitos atenuam essa reducdo da osmolalidade observada pela deplecdo de sodio.
Adicionalmente, o percentual do volume ocupado pelos eritrocitos em uma amostra de sangue
é quantificado como hematocrito (ou volume celular condensado). Neste parametro,
observamos que a deplecdo de sodio promove uma tendéncia de hemoconcentragdo devido a
desidratacdo, em contrapartida o tratamento com E2 atenua essa reducdo de volume na
condicao de deplecdo. No hemograma, os valores de referéncia para o hematocrito 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 hematocrito em condigcdo basal
(VILHENO-FRANCO et al. 2011). Em contrapartida, ndo foram observadas alteracdes do
hematocrito apos 90 min, 24 e 48 apos a administracdo de E2 em ratas OVX (GRAVES et al.
2011) em condicdo basal. Estudos in vitro demonstraram uma diminuicdo da agregacdo de
eritrocitos em amostras de sangue de mulheres na pds-menopausa submetidas a terapia
hormonal, o que poderia impedir uma alta viscosidade do sangue (GONCALVES et al. 2001).
Dessa forma, essa diminuicdo observada no grupo OVX-E2 em relagdo ao grupo OVX em
condicao de deplecéo de sodio, parece ser modulada via E2 na agregacdo das hemécias. Outro
parametro utilizado para avaliacdo de volume plasmatico é a proteina plasmatica. O
tratamento com E2 aumenta proteina plasmatica, que normalmente é uma indicacdo de
volume plasmatico reduzido. Esse efeito é observado tanto na condi¢do basal quanto na
deplecdo de sddio. Ja é descrito que em mulheres no terco final de gestacdo hd um aumento da
sintese de proteinas, que parece ser dependente de E2 (LAURELL & RANNEVIK, 1979).
Esse efeito parece ser dependente de uma acdo direta de E2 no figado, promovendo a
modulacdo da sintese hepética de proteinas plasmatica (EISENFELD et al. 1976). Embora
concentracdo de proteina do plasma e a dosagem de hematdcrito sdo comumente usadas para
indicar as alteraces no volume plasmatico, visualizamos respostas distintas do E2, ou seja,
pela avaliacdo de proteina plasmatica o grupo OVX-E2 reduziu o volume circulante, ja
através da mensuracdo de hematdcrito o E2 atenuo essa reducdo, porém ambas sdo medidas
indiretas de volume plasmatico.

Em sintese, podemos sugerir que tanto o tratamento cronico com 8-OH-DPAT quanto
a reposicao com E2 sdo fundamentais em atenuar a desidratacdo gerada pela deplecdo de
sodio em determinados parametros discutido no presente trabalho.
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6.4-Avaliacao por radioimunoensaio dos parametros neuroenddcrinos (ANG I, ANGII,
OT, AVP, ANP, CORT) em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-
DPAT em condicao basal e ap6s deplecdo de sodio.

Em circunstancias normais a alteracdo da homeostase dos fluidos corporais é corrigida
primariamente pelos rins. O papel renal nesta funcdo € de impedir alteragBes nos niveis de
sodio via ativacdo do SRAA. Tal sistema é acionado mediante uma condi¢do de hiponatremia,
que consequentemente induz a liberacdo de renina, a principal molécula responsavel pela
ativacdo do SRAA (TIGERSTEDT & BERGMAN, 1898; BUONINCONTI, 1966; DAVIS &
FREEMAN, 1976; FITZSIMONS, 1998). Estudos experimentais demostram a influéncia dos
hormdnios esterdides ovarianos na manutencdo do equilibrio dos fluidos corporais, via
mediacdo SRA periférico e enceféalico (KISLEY et al., 1999; KUROSKI, 1999). No presente
trabalho, curiosamente ndo evidenciamos alteracdo da ANG | plasmatica no tratamento com
E2 em ratas normohidratadas e normovolemicas, porém evidenciamos um aumento da ANG |
no grupo tratado com 8-OH-DPAT associado a reposicdo com E2, em relagdo ao grupo
tratado somente com o agonista 5-HT1A. Em contrapartida, essa resposta foi contraria nos
animais depletados, ou seja, essa associacdo provocou queda de ANGI. Dessa forma, essa
diferenca no padrdo de geracdo de ANGI nessas condigdes sugere que esse aumento na
condicdo basal possivelmente contribuiu para uma diminuicdo da resposta do SRA numa
condicdo que naturalmente deveria estimular a sua geracdo. A administracdo periférica de
antagonista de 5HT2 em humanos promove queda da pressdo arterial media, tal efeito foi
associado ao aumento da atividade de renina e aumento dos niveis plasméaticos de ANG Il em
individuos depletados de sédio (ZOCALLI et al. 1983). No nosso estudo, o tratamento
crébnico com agonista 5-HT1A parece aumentar a atividade serotoninérgica do NDR
provavelmente através da dessensibilizacdo do receptor (ALBERT et al. 1996; BLIER et al.
1998; ASSIE et al. 2006) e com isso, 0 efeito é oposto do observado no tratamento com
antagonistas. Esse efeito possivelmente parece ser atribuido a potencializacéo indireta do E2
na resposta periférica do sistema serotoninérgico aumentando ANG 1, visto que os efeitos
diretos do E2 sdo: diminuicdo de renina plasmatica e diminuigdo da sintese e da atividade da
enzima conversora de angiotensina (HARVEY et al.1999; SCHUNKERTH et al. 1997)
efeitos esses que resultaria em diminuicdo de ANGI. Por outro lado, em condi¢do de
hiponatremia que induz aumento de ANGI e ANGII, observamos uma atenuacdo desse
aumento modulada pelo E2. Em consonéncia, os niveis circulantes ANG Il sdo menores em
macacos OV X repostos com E2 (BROSNIHAN et al.1997). Tal efeito parece ser mediado
pela diminuicdo da atividade de ECA no plasma e no pulmdo, com o tratamento com E2 em
niveis suprafisiologicas (GALLAGHER et al. 1999).

Os nucleos hipotalamicos (NPV e NSO) e a neurohip6fise desempenham papel crucial na
manutencdo da homeostase dos fluidos corporais. Tal modulacdo ocorre devido a secrecao de
AVP e OT frente a diversos estimulos (ANTUNES-RODRIGUES et al. 2004). Neste
sentindo, nossa avaliagdo demonstrou um aumento de OT, porém ndo de AVP em condicédo
basal no grupo tratado cronicamente com agonista 5-HT1A e reposto com E2 em relacéo ao
grupo que foi reposto somente com E2. Estudos realizados em nosso laboratério evidenciaram
um aumento significativo na concentracdo plasmatica de OT e AVP em ratos tratados
sistemicamente com sertralina (inibidor da recaptacdo de serotonina) por 21 dias
(MAGALHAES-NUNES et al. 2007). Neste contexto, apesar de nio ter sido observado efeito
do E2 na concentracdo plasmatica de OT em condicdo basal, 0 E2 vem sendo implicado em
modular a liberacdo de OT de forma positiva (YAMAGUCHI et al. 1979). Lembrando que
neste protocolo os animais depletados tiveram acesso a agua, desta forma a diurese provocada
pela furosemida era reposta apenas parcialmente pois os animais ficavam numa condicao de
hiponatremia intensa que ¢ um estimulo de inibicdo da liberagdo de OT. Dessa forma, a
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deplecdo diminuiu a concentracdo plasmatica de OT no grupo OVX, mas tal efeito ndo foi
observado nos demais grupos, resultado este que reforca o envolvimento de sistema
serotoninérgico e E2 na modulacdo de OT tanto em condicdo basal quanto apds desafios
homeostéaticos. Estudos experimentais evidenciaram a presenca de terminais serotoninérgicos
em neurdnios ocitocinérgicas, localizados no NPV e NSO (SAWCHENKO et al. 1983).
Especificamente no NPV e NOS, locais de sintese de OT, foram demonstrados através de
hibridizagdo in situ que o receptor estrogénico do tipo beta (ER-B) esta amplamente
distribuido (SIMERLY et al. 1990). Na deplecdo de sddio, a reposicdo com E2 eleva a
concentracdo plasmatica de OT em relagdo a OVX, assim como o tratamento crénico com
agonista 5-HT1A. Achados experimentais de FRANCHINI & VIVAS (1999) em ratos
submetidos a dialise peritoneal demonstraram um aumento de c-Fos durante a fase de
consumo de sédio induzida pela dialise, e que o sistema ocitocinérgico do NPV parece ser
ativado por neurbnios serotoninérgicos localizados no NDR. Ativacdo do sistema
serotoninérgico através da administracdo de fenfluramina aumenta os niveis plasmaticos de
OT e isso refletiu num aumento da expressao de Fos em neur6nios ocitocinérgicos da por¢édo
magnocelular do NPV (MIKKELSEN et al. 1999). O aumento de OT plasmatica, bem como
da atividade de neurdnios ocitocinérgicos torna-se expressivo apds a ingestdo de sal, sendo
este mecanismo fisiologico de inibicdo de apetite mais especifico ao sédio (GODINO et al.
2007). Adicionalmente, evidéncias experimentais demonstraram que a terapia estrogénica
restaurou a “‘up-regulation” de OT em animais OVX submetidos a estimulo osmotico
(CROWLEY & AMICO, 1993). Com isso, essa interacao do sistema serotoninérgico E2 e OT
parece representar um dos principais mecanismos que explica a diminui¢cdo do apetite por
sodio, apesar da fervorosa discussdo a cerca da importancia de OT plasmatico na regulacéo do
apetite ao sddio. 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 condicdo que induz
exagerada resposta natriorexigenica.

Ja em relacdo ao AVP, evidenciamos um aumento da concentragdo plasmatica apés a
deplecdo em todos os grupos quando comparados a si mesmo em condicdo basal. A secre¢édo
de AVP induzida por hipovolemia ocorre através da reducdo da frequéncia de disparo de
receptores de baixa pressdo localizados no atrio, que inibem tonicamente a liberacao de AVP,
através de uma via que envolve o NTS (BISSET & CHOWDREY 1988; SHARE 1988).
Estima-se que o limiar para induzir a liberacdo 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 reabsorcao de agua, uma vez que aumenta a insercao de aquaporina 2 na
membrana apical dos ductos coletores. Como ja foi descrito por KLUSSMANN et al. 2000,
em que a expressdo de aquaporinas 3 e 4 na membrana basolateral ndo sdo moduladas por
AVP, estas sdo definitiva e assim a agua é reabsorvida da urina para o sangue. O aumento
AVP observado neste trabalho pode ser decorrente da diurese induzida pela furosemida apos
24 horas sem privacao hidrica. Com relacdo a condicdo de deplecédo de sddio, observamos um
aumento de AVP plasmatica induzida pelo tratamento cronico com 8-OH-DPAT. Atrelado a
isso, foi observada a presenca de terminais serotoninérgicos em terminais vasopressinérgicos
(SAWCHENKO et al. 1983), 0 que em parte explica a modulacdo da sintese de AVP pelo
sistema serotoninérgico. Esses terminais sdo originados no NDR e MRN que modula a
secrecdo de AVP através da ativacdo de receptores 5-HT2A e 5-HT2C (ANDERNSON et al.
1992). A visualizacdo dessa resposta foi ainda observada por estudos farmacoldgicos com
microinjecdo de agonista de receptor 5-HT2A (DOI) e 5-HT2C (mCCP) no ventriculo lateral
que induziu aumento dos niveis plasmatico de AVP acompanhado com aumento de RNAm de
AVP no NPV (JORGENSEN et al. 2003). Dessa forma, essa reposta observada no presente
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trabalho reforca um aumento da atividade serotoninérgica do NDR ascendente a essas
estruturas prosencefalicas.

Dados da literatura tém estabelecido que apds situacdes de hipovolemia, hd uma reducdo
na concentracdo plasmatica de ANP (ZONGAZO et al. 1992). Ao contrério, quando a oferta
dietetica de NaCl é excessiva desenvolve-se um aumento da liberagdo do ANP (MAACK,
1996). Nesta condigdo, a hipernatremia induz a uma elevacdo do volume do liquido
extracelular (LEC), que promove um aumento do retorno sanguiineo ao &trio direito, distensdo
da parede atrial e resultante estimulacdo da liberacdo de ANP, que é potencializada pela OT
(ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). Na situagdo de deplecéo de volume, condicdo de
hiponatremia, observamos uma reducdo da concentracdo plasmatica de ANP em todos os
grupos. Entretanto, o tratamento com E2 ndo interferiu em tal resposta. A colocalizagédo de
receptores para estradiol em cardiomidcitos atriais apoia a ideia de que 0 E2 desempenha um
papel importante na regulacdo da sintese de ANP (BACK et al. 1989). Além disso, ja € bem
estabelecido que o aumento da sintese e da concentracdo plasmatica de ANP é potencializado
pelo tratamento com E2 (BELO et al. 2008). Porém no presente trabalho ndo evidenciamos
qualquer efeito significativo do tratamento com E2 sobre a secrecdo de ANP em condicdes
basais e apos deplecédo de sddio. A unica diferenca estatistica encontrada entre os grupos foi o
aumento significativo da concentracdo de ANP em condicgéo de deplecdo de volume no grupo
OVX-E2-8-OH-DPAT em relagdo ao OVX-E2. Resultado este, que norteou nossa discusséo
sobre um possivel aumento da atividade serotoninérgica do NDR por esse tratamento cronico.
Tal hipdtese é sustentada por trabalhos executados pelo nosso grupo, onde lesdes eletroliticas
do NDR (situagdo contraria a do presente trabalho) reduzem drasticamente a liberacdo de
ANP em condicGes basais ou apds expansdo 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
relacdo ao grupo OVX-E2 através do aumento de OT plasmatico também evidenciado neste
grupo. Tal relagdo pode ser associada atraves de estudos que demostraram que administracao
de OT periférica e central, aumenta os niveis plasmaticos de ANP (HAANWINCKEL et al.
1995). Outra explicacdo que poderia potencializar esse aumento de ANP em condicdo de
deplecdo seria o sodio plasmatico que estd também aumentado em condicdo basal, o que
possivelmente induziu um aumento da liberacdo de ANP apds a deplecéo.

Evidéncias experimentais tém associado a atividade do eixo HPA aos esterdides gonadais,
tendo em vista um maior aumento de CORT em fémeas em comparacgdo 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 concentracdo plasmatica de CORT tanto em condicdo basal quanto em deplecéo
de sddio. Evidencias cientificas, demostram que em ratas OVX, o tratamento com E2
potencializa a secrecdo de CORT em condi¢do basal e apds estimulos estressores. Esse
aumento parece ser dependente do aumento de ACTH (CAREY et al. 1995). Essa modulagédo
parece envolver mecanismos centrais, evidéncias experimentais mostraram que ratas intactas
apresentaram uma maior expressdo de RNAm para CRH no NPV ventral durante o periodo de
proestro (BOHLER et al. 1990) assim como ratas OVX-E2 (OCHEDALSKI et al. 2007). E a
CORT parece modular a sinalizacdo estrogénica, uma vez que a adrenalectomia reduziu a
expressdo de RNAm para ER-B (diminui a expressdio de CRH) no NPV, enquanto o
tratamento com CORT reverteu este efeito de forma dependente (ISGOR et al. 2003). Com
relacdo aos resultados do efeito do tratamento cronico com 8-OH-DPAT no grupo OVX,
visualizamos uma reducdo dos niveis plasmaticos de CORT em condicdo basal, tal efeito
possivelmente pode ser em parte mediado por ativacdo de vias ascendentes do sistema
serotoninérgica do NDR modulando neurdnios CRHeérgicos NPV. Essa hipotese € sustentada
através de trabalho em que a microinjecdo aguda de agonista de 5-HT1A no NPV, aumenta a
concentracdo plasmatica de ACTH (PAN & GILBERT, 1992) que € o principal estimulo para
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sintese e liberacdo de CORT. Essa resposta evidenciada aqui em condicdo basal parece esta
vinculada uma possivel diminui¢cdo na sinalizacdo intracelular de receptores 5-HT1A no NPV.
Como demonstrado por trabalhos em que a administracdo de agonista de receptores de 5-
HT2A diminui a concentragdo plasméatica de ACTH e tal achado é associado a uma
dessensibilizagdo transiente funcional, ou seja, sem alterar a expressdo do receptor 5-HT1A
no hipotalamo (ZHANG et al. 2001).

Essas respostas enddcrinas sdo fundamentais para ajustar a homeostase hidroeletrolitica,
ou seja, atenua ou potencializa os sistemas fisioldgicos controladores.

6.5-Estudo da expressdo génica no NDR (5-HT1A, TPH2 e GAD) e sintese protéica de
TPH2 em ratas OVX e OVX-E2 tratadas cronicamente com 8-OH-DPAT em condigdo
basal e apds deple¢do de sodio.

A atividade ascendente dos neurdnios serotoninérgicos da rafe mesencefalica é modulada
pela liberacdo local de serotonina. Estudos tém demonstrado que o resultado desta modulagéo
€ via autoreceptores somatodendriticos do subtipo 5-HT1A que levam a redugdo na
transmisséo e na liberagdo do neurotransmissor em sitios prosencefalicos (AGHAJANIAN et
al. 1987; BLIER et al. 1998; HIORTH et al. 2000; HENSLER, 2003). Como nossas
evidéncias tém atribuido as respostas verificadas nesta discussdo a uma possivel
dessensibilizacdo desses receptores evocada pelo tratamento crénico com 8-OH-DPAT,
verificamos 0 RNAmM deste receptor para confirmar nossa hipotese. Dessa forma, observamos
uma diminuigdo das unidades arbitrarias do RNAmM somente no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT
em relacdo ao grupo OVX-E2, em condi¢do basal. Apesar de ndo verificarmos diferencas
significativas no grupo OVX-8-OH-DPAT, observamos tendéncia a reducdo. Os trabalhos
que advogam a hipdtese de dessensibilizacdo causada pela estimulacdo repetida dos
autorreceptores 5-HT1A em condicdo basal observam esse achado num periodo de 2 a 3
semanas de tratamento com agonista (RIAD et al. 2001) nosso tratamento ocorreu apenas em
1 semana. Dessa forma essa reducdo significativa observada na condi¢do basal pode ser
atribuida a importancia de tal associacdo na regulacdo da expressdo do receptor 5-HT1A no
NDR. Tem se discutido que ratas OVX apresentariam uma supra-regulacdo dos
autorreceptores 5-HT1A somatodendriticos no NDR ou aumento da expressdo dos
autorreceptores 5-HT1B em sub-regido ventromedial do NDR, ambas revertidas pela
reposicdo estrogénica (LU & BETHEA, 2002; BOUALLI et al. 2003; HIROI & NEUMAIER,
2009). Diferentemente da literatura ndo evidenciamos diminuicdo da expressao do receptor 5-
HT1A no tratamento com E2 em condicdo basal, possivelmente tal diferenca pode ser
explicada pelo tempo de tratamento, dose e a condicdo avaliada, j& que em condicdo de
deplecdo observamos uma reducdo da expressdo de 5-HT1A que possivelmente explicaria o
envolvimento deste sistema na resposta antinatriorexigenica e neuroenddcrina. Ainda neste
contexto, a deplecdo de sddio induz diminui¢do da imunomarcacdo de c-Fos/5-HT no NDR
em animais que nao tiveram acesso aos fluidos em relacdo aos animais que foram ofertados os
fluidos (BADAUE et al. 2007). Diante desses resultados, parece que ao nivel molecular ha
diferencas na modulacdo do E2 e sistema serotoninérgico nas respostas hidroeletroliticas em
relacdo a condicdo experimental em que o animal encontra-se. Ainda nesta linha de
raciocinio, é necessario verificar a importancia tanto do tempo de reposicdo hormonal quanto
da dose, pois a literatura cientifica demonstra efeitos do E2 em intervalo de tempo e doses
menores do que os utilizados neste trabalho.

A influéncia do estrégeno sobre a sintese de serotonina é amplamente discutida, e a
maioria dos autores defende uma modulagdo positiva sobre esta sintese através do aumento da
expressdo da enzima TPH2 (BETHEA et al. 2000; GUNDLAMH et al. 2005; NOMURA et al.

59



2005; SANCHEZ et al. 2005; DONNER & HANDA, 2009). Contrariando esses dados da
literatura, n6s fomos o primeiro grupo a mostrar uma modula¢do negativa do tratamento com
E2 e expressdo de TPH2. Essa modulacdo foi verificada em condicdo basal, ou seja, em
animais submetidos a deplecdo ndo evidenciamos tal resposta. Neste sentido, estudo recente
nos permite especular este achado aparentemente paradoxal, através de evidencias
encontradas em cadaveres de individuos que sofriam da chamada “Depressdo Maior” com
elevada expressdo de mRNA da enzima TPH2 no NDR, apesar dos baixos niveis de
serotonina (BACH-MIZRACHI, 2006). Dessa forma, essa resposta aparentemente adaptativa
observada neste trabalho, parece ser uma tentativa do organismo em restaurar a homeostase
neuroquimica, devido ao possivel aumento da atividade serotoninérgica, mas tal especulacéo
deve ser cuidadosamente interpretada, visto que ndo temos ainda, as avaliacfes de atividade
serotoninérgica neste trabalho. N&o podemos deixar de ressaltar que neste estudo,
diferentemente dos trabalhos que visualizam aumento da expressdo de TPH2, o tratamento
com E2 foi realizado durante um intervalo de tempo maior (13dias) e com uma dose maior.
Com tais diferencas, podemos especular uma possivel diminuicdo da sinalizacdo estrogénica
devido ao tempo de tratamento e a dose elevada, que refletiria na menor resposta na
sinalizagdo mediada por receptor BER (CLARK et al. 2013). Adicionalmente, nossos
resultados podem representar uma tentativa do sistema serotonérgico compensar a liberacdo
excessiva de serotonina, resultando numa possivel restauracdo da homeostase do sistema o
que resultaria nessa diminuindo da expressdo de mMRNA e sintese da TPH2. Ainda nesta linha
de raciocinio, estudos demonstraram que um nivel de estado estacionario de TPH2 mantida
pela biossintese continua é contrabalancado pela degradacdo rapida devido a protedlise
dependente de ATP, a rapido protedlise é, obviamente, uma grande influéncia na
determinacgéo do teor de TPH na celula. A taxa de degradacao pode ser sensivel as condicgdes
fisiologicas da célula (HASEGAWA et al. 1995) . Dessa forma, possivelmente essa
diminuicdo da proteina assim como seu RNAmM pode esté relacionada ao aumento da atividade
do neurdnio serotoninérgico do NDR.

O tratamento cronico com agonista seletivo de receptores 5-HT1A leva a uma
consideravel queda do mRNA da TPH2 no mesencéfalo de camundongos (POPOVA et al.
2010), o que explicaria em parte a diminuicdo da expressdo de TPH2 no presente trabalho .
Contudo, a associacdo do 8-OH-DPAT com E2 parece aumentar a atividade serotoninérgica
em longo prazo o que resultaria nessa resposta. Entretanto, ndo sabemos de que forma este
mecanismo seria acionado e executado. Para tanto investigamos a expressao de GAD, tendo
em vista alguns trabalhos que discute uma possivel relacdo entre a modulacdo gabaérgico
interferindo na atividade dos neurdnios do NDR, uma vez que ha neurdnios serotoninérgicos
que expressa GAD (FU et al . 2010). O sistema gabaérgico tem sido relatado como um
importante substrato neuronal de inibicdo da atividade de neurdnios serotoninérgicos no NDR
(WANG et al, 1992.; VARGA et al.,, 2001). Em contrapartida neste trabalho ndo foi
evidenciado qualquer alteracdes da expressdo relativa do RNAm para GAD entre 0S grupos
ou entre a deplecdo e condicdo basal. Tendo em vista as perguntas levantadas neste trabalho
acreditamos que este estudo serd& um marco importante para o entendimento ndo s6 da
regulacdo da homeostase hidroeletrolitica, mas também para evidéncias futuras sobre 0s
mecanismos de retroalimentacdo do sistema serotoninérgico. Apos a descoberta de TPH-2
nosso conhecimento sobre a bioquimica da enzima, a distribuicdo do tecido, mecanismos que
regulam a sua expressdao e atividade, e o seu envolvimento potencial em doencas
neuropsiquiatricas é substancialmente aumentada. O entendimento desses mecanismos podera
ser um divisor de aguas na fisiologia moderna da neuroquimica do sistema serotoninérgico.
Experimentos adicionais sdo extremamente necessarios para fundamentar melhor as
discussdes a cerca deste achado aparentemente paradoxal, ou seja, a principal proteina
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responsével pela sintese de serotonina pode ser negativamente modulada pelo aumento da sua
liberacéo evidenciada pela atividade neuronal.

6.6-Avaliacdo 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
ansioliticas em roedores. Além disso, nas mulheres, a reducdo dos niveis de E2 durante o
periodo da menopausa tem sido associada a distdrbios afetivos. No entanto, altos niveis de E2
em mulheres durante a fase pré-ovulatéria e a terapia de reposicdo hormonal podem provocar
ansiedade (ARPELS, 1996). Com isso, no teste de LCE realizado neste trabalho observamos
uma resposta ansiogénica simile nos animais tratados com E2 atraves da diminuigdo do tempo
e nimero de entradas no braco aberto e da menor porcentagem da relacéo entre o nimero de
entradas no brago aberto/braco fechado. Ainda neste contexto, evidenciamos uma diminuigdo
do nimero de HD no braco aberto no grupo OVX-E2, que apesar de se tratar de um
comportamento complementar, reforca essa resposta ansiogénica. Na literatura ha evidencias
que reportam efeito dual do E2 em comportamentos ansioliticos e ansiogénicos (KOSS et al.
2004; HIROI & NEUMAIER, 2006). Estes resultados reforcam a discussé@o dos mecanismos
diferentes recrutados pelo E2 enddgeno e pelo tratamento agudo, subcrénico e crdnico com
E2 exdgeno.

Frente a isso, estudo tem sido realizado para explicar a neurobiologia dicotémica do
E2 no comportamento de ansiedade. Para tanto, esses efeitos estdo relacionados ao
mecanismo de acdo do E2 em receptores especificos. Estudos farmacoldgicos utilizando
agonista de receptor ERa e ERP, demonstraram que o ERf especificamente ¢ responsavel
pela resposta ansiolitica e que o ERa estaria envolvido na resposta ansiogénica (LUND et al.
2005). E 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 administracdo, possivelmente pode ter alterado a resposta fisiologica mediada pelo
receptor ER neste periodo de avaliacdo dos parametros comportamentais. Associado a isso,
outros parametros como a diminuicdo da expressdéo de TPH2 e aumento dos niveis
plasmaticos de CORT parecem reforgar essa hipotese da menor responsividade ao ERP. Visto
que a sinalizacdo mediada por ERP aumenta a expressao de TPH2 (DONNER & HANDA,
2009) e diminui os niveis plasmaticos de CORT em resposta ao estresse (LUND et al. 2006;
WEISER et al. 2009b). Além dessa abordagem farmacologica, estudos usando animais
geneticamente alterados para o receptor ERP (knockout BERKO) evidenciaram uma
importancia fundamental deste na resposta ansiolitica, mediada principalmente pelo NPV
modulando a atividade do eixo HHA (OYOLO et al. 2012). Essa resposta ansiogénica do
tratamento com E2 evidenciada no teste LEC ndo foi acompanhada por alteracfes 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 utilizacdo de antidepressivo a base de inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina
(citalopram, fluoxetina, paroxetina e sertralina) em mulheres durante a menopausa parece
comprometer a eficacia do tratamento devido a deficiéncia 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 nimero de entradas e o tempo no braco aberto
associado a um aumento da expressdao do mRNA do transportador da serotonina (SERT) e
TPH2 na rafe dorsal (CHAROENPHANDHU et al. 2011). Nossos resultados reportaram que
a associacdo do tratamento crénico com agonista de receptor de 5-HT1A e a reposi¢cdo com
E2 reverteram o efeito ansiogénico mediado pelo E2. No estudo anterior, que discute um
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efeito ansiolitico especifico do E2, a dose utilizada foi de 10 pg/Kg e nos utilizamos uma dose
de aproximadamente 80 pg/Kg, o que poderia justificar em parte esse resultado paradoxal.

Alteracbes na neurotransmissdo serotoninergica tém sido implicadas como um
mecanismo central nos transtornos de ansiedade (RESSLER & NEMEROFF, 2000). Neste
contexto, o E2 modula a atividade serotoninérgica através da regulacdo da sintese e
degradacdo da serotonina e expressao de receptores pré e pds-sinapticos de serotonina. Essa
resposta parece ser mediada por receptores ER f (OSTERLUND, 2010). Como evidenciamos
uma reducdo da expressdo do RNAmM de 5-HT1A no NDR em animais OVX-E2-8-OH-
DPAT, tal resposta em parte pode estar refletindo na reverséo do efeito ansiogénico observada
no grupo OVX-E2. Em contrapartida, s6 o tratamento com E2 em ratas OVX aumenta 5-
HT1A e diminui TPH2 o que poderia justificar essa resposta ansiogénica. A dessensibilizacdo
de receptores 5-HT1A pode estar envolvida no efeito terapéutico em longo prazo de
medicamentos ansioliticos e antidepressivo.

Tém sido propostos que vias distintas de neurdnios serotoninérgicos modulam
diferentes tipos de ansiedade (DEAKIN & GRAEFF, 1991). Ativacdo do NDR através de
projecdes serotoninérgicas para a amigdala e o cortex frontal parece modular comportamentos
de ansiedade (ZANGROSSI et al. 2001). Disfuncdo destas vias tem sido sugerida na etiologia
de transtorno de ansiedade generalizada e desordem de péanico em seres humanos. Essa
proposta sugere que 5-HT facilita a ansiedade por vias serotoninérgicas do NDR atraves de
estimulos condicionados na amigdala, e inibicdo do panico por vias serotoninergicas
inibitérias do NDR na substancia cinzenta periaquedutal (SCP) (GRAEFF, 2004). Dessa
forma, a resposta ansiogénica da sinalizacdo de 5-HT seria mediada pela amigdala e a
ansiolitica pela SCP.

O papel da modulacdo serotoninérgica do NDR na SCP foi evidenciada através da
estimulacdo 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 sinalizacdo
serotoninérgica que estaria envolvida na modulacdo das respostas ansioliticas. Com isso,
estudos demonstraram que a microinjecdo de agonista de receptor 5-HT1A e 5-HT2A na SCP
dorsal promoveu inibicdo da aversividade de uma maneira dose-dependente (NOGUEIRA &
GRAEFF, 1995). Neste sentido, o efeito do tratamento crénico com 8-OH-DPAT no grupo
OVX-E2 parece ter envolvida essa sinalizacdo serotoninérgica a partir do NDR, que
promoveu uma diminuicdo da aversdo ao braco aberto. Analisando esta questdo da aversao ao
braco aberto, percebemos que dois tipos de ameacas e estratégias de defesa ocorrem quando o
rato esta explorando o labirinto em cruz elevado, ou seja, ha um predominio da aversao ao
braco aberto, visto que nesta situacdo o animal € exposto a um estimulo de medo inato e
realiza um caminho de fuga, buscando a seguranca dentro de um dos bracos fechados.

Apesar de ser bem descrito o papel dos neurénios gabaérgico em modular as respostas
de praticamente todos neurotransmissores centrais, neste modelo ndo observamos alteracdes
da expressdo relativa de GAD, ou seja, parece que tal resposta ndo foi mediada por este
parametro molecular que altera o sistema gabaérgico.

S&0 necessarios mais estudos que investiguem os efeitos do estresse sobre expressdo
de TPH2 em subpopulacBes topograficamente organizadas de neurbnios serotoninérgicos,
para entender os mecanismos fisioldgicos das vias neurais envolvidas nessa resposta. Perante
este cenario, a hipdtese do duplo efeito do sistema serotoninérgico do NDR na facilitacdo das
estratégias de defesa, que sdo principalmente integradas na amigdala, possivelmente néo
esteve envolvida na reversdo da resposta ansiogénica observada pelo tratamento com E2. Ao
mesmo tempo, as reacdes de defesa organizada no SCP dorsal parecem ter sido inibidas pela
atividade serotoninérgica do NDR.
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7-CONCLUSOES

A influéncia da terapia estrogénica no equilibrio hidroeletrolitico, resposta neuroenddcrina e
avaliacdo de comportamento de ansiedade e locomocdo em ratas ovariectomizadas parecem
envolver a sinalizacdo serotoninérgica. Tal abordagem pode ser evidenciada pelos seguintes
resultados:

e Os dados obtidos sugerem que a terapia estrogénica influencia a sinalizacéo
serotoninérgica, atenuando o comportamento de ingestdo de sodio, &gua, excrecao
renal de sodio, ingestdo alimentar que influenciou a perda de peso.

e Essa influencia parece depender de alteracdes hidroeletroliticas ao nivel de diminuicao
da excrecdo renal de sddio, que consequentemente altera o volume urinario. Essa
resposta de diminuicdo da excrecdo renal mediada pelo E2 e sistema serotoninérgico é
responsavel pela atenuacdo da perda de sddio e agua principalmente quando os
animais sdo submetidos a desafio experimental de deplecéo de sodio.

e A resposta neuroenddcrina observada neste estudo pode ser mediada tanto pelo
tratamento com E2 quanto pelo receptor 5-HT1A e ainda pela associacdo dos mesmos.
A producdo de ANGI e ANGII parece evolver mecanismo diferente que depende da
condicdo do animal, ou seja, o tratamento com 8-OH-DPAT associado ao E2 em
condicdo basal aumenta a concentracdo plasmatica de ANGI e o E2 parece atenuar a
ativacdo do SRA em condicdo de deplecdo de sddio. A liberacdo de OT e CORT em
condicao basal parece ser potencializada pela associacdo dos dois tratamentos, e 0 E2
em condicdo de deplecdo parece aumentar a liberacdo de ambos, ja em relagdo ao
CORT este aumento atenuaria a condicdo da perda de sddio e agua, pois o padréo de
liberacdo é o mesmo pra ambas as situacdes. Em relagdo a AVP e ANP o tratamento
com 8-OH-DPAT parece ser critico para potencializar a liberacdo de ambos em
condicao de deplecéo.

e A modulacdo central do sistema serotoninérgico (NDR) parece recrutar mecanismos
moleculares diferentes com relacdo a condicdo do animal. Em condicdo basal,
observamos uma diminuicdo de da expressdo relativa do receptor 5-HT1A mediada
predominantemente pelo tratamento cronico com 8-OH-DPAT. Com relacdo a
diminuicdo de TPH2 essa mediacdo foi evidenciada no tratamento com E2. Este
achado paradoxal sugere um possivel mecanismo de retroalimentacdo neste sistema
monoaminérgico. Ja em condicdo de deplecdo o E2 parece mediar um possivel
aumento da atividade serotoninérgica pela diminuicdo da expressdo de 5-HT1A e
oposto no grupo OVX-E2-8-OH-DPAT.

e A reposicdo com E2 neste modelo apresentou efeitos ansiogénico-similes que foram
em parte revertidos pela associacdo com o tratamento crénico com 8-OH-DPAT. Tal
resposta parece ser revertida pela diminuicdo da expressao de 5-HT1A no NDR, que
tem sido utilizado como um possivel marcador de aumento da atividade de neurénios
serotoninérgicos. Esse aumento possivelmente deve ter envolvido sinalizacédo
serotoninérgica na SCP. Apesar da sintese e expressdo do RNAmM de TPH2 estarem
baixos, possivelmente a resposta do E2 neste parametro pode esta atrelada uma
possivel diminuigdo da sensibilidade do receptor ERp.

As respostas neuroenddcrinas e respostas hidroeletroliticas podem ser alteradas em
condicBes de desafios homeostaticos e tanto a sinalizacdo serotoninérgica quanto a
estrogénica pode ser considerada sistemas controladores da homeostase hidroeletrolitica. A
modulacdo central do sistema serotoninérgico (NDR) parece recrutar mecanismos
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moleculares diferentes com relagdo a condicdo do animal. O possivel aumento da
atividade/sinalizacdo 5-HT pode mediar alteragGes de contrarregulacdo ao nivel da sua prépria
sintese. Considerando que o sistema serotoninérgico e a sinalizagdo estrogénica estdo
estreitamente implicados com o controle da conduta afetiva e possivelmente com a regulagéo
heddnica de comportamentos homeostaticos. Este estudo podera influenciar pesquisas futuras
com o proposito de buscar solugdes psicofarmacoldgicas, cardiovasculares e metabolicas para
aplicacdo aos animais (especialmente os pequenos animais de companhia) e seres humanos
objetivando reduzir efeitos colaterais da associacdo desses farmacos.
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