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O primeiro objetivo do presente trabalho foi verificar a influência do tratamento com estradiol 

em ratas ovariectomizadas, através do modelo de sobrecarga salina. Para tanto, ratas Wistar 

com aproximadamente 60 dias de idade foram ovariectomizadas (OVX), e submetidas ao 

tratamento com benzoato de estradiol (EB-OVX) ou veículo (OVX) ao longo de 14 dias 

consecutivos e, ao final deste período, foram submetidas ao paradigma de livre escolha, com 

acesso à água e salina hipotônica, isotônica ou hipertônica, a fim de avaliarmos a preferência 

por sódio. Verificamos que a preferência por sódio reduz no grupo OVX e EB-OVX quando 

com acesso à salina 0,3 M e, apesar de não observarmos modulação estrogênica neste caso, o 

grupo EB-OVX apresentou reduzida preferência por NaCl 1,8 %, quando comparados à salina 

isotônica. No modelo de sobrecarga salina (onde as fêmeas foram submetidas à 3 ou 15 dias 

consecutivos de acesso à ração normossódica e solução salina 0,3 M, como único fluido 

disponível), observamos que o estradiol atenuou a hipernatremia induzida por este protocolo, 

quando comparado ao respectivo grupo OVX, sem modular a natriurese. Apesar de o estradiol 

per si diminuir a pressão arterial sistólica e frequência cardíaca em condições basais, o 

esteroide apenas reverteu parcialmente a redução da frequência cardíaca mediada pelo 

estradiol. Por fim, verificamos que o estradiol atenuou e reverteu a redução nas concentrações 

plasmáticas de angiotensina II (ANG II) e peptídeo natriurético atrial (ANP), respectivamente, 

após 15 dias de sobrecarga salina quando comparado ao respectivo grupo controle. O segundo 

objetivo do trabalho foi estudar a influência de dieta hipossódica por 4 dias consecutivos em 

ratos submetidos à dois paradigmas: depleção aguda de sódio (através do modelo FuroCap) 

ou estimulação β-adrenérgica (através de Isoproterenol). Para tanto, ratos Wistar com 

aproximadamente 75 dias de idade foram acondicionados em gaiola metabólica e, ao final do 

período de adaptação, foram randomicamente divididos para receberem dieta hipossódica ou 

normossódica durante 4 dias consecutivos, com acesso ad libitum à água. O aumento na 

ingestão de fluidos induzido pelo FuroCap foi exacerbado pela dieta hipossódica, quando 

comparado ao respectivo controle. Sobre os parâmetros cardiovasculares, observamos que a 

dieta hipossódica potencializou a hipotensão e a taquicardia induzidos pela depleção aguda de 

sódio. Ainda, a dieta hipossódica atenuou o aumento nas concentrações plasmáticas de 

ocitocina e ANG II enquanto que exacerbou a redução nas concentrações plasmáticas de 

ANP. No que tange à estimulação β-adrenérgica, a dieta hipossódica também exacerbou o 

aumento na ingestão de água e de salina hipertônica induzidos pelo Isoproterenol quando 

comparado ao respectivo controle. Ao contrário do que ocorreu no protocolo FuroCap, a dieta 

hipossódica não modulou as alterações cardiovasculares induzidas pelo Isoproterenol. Ainda, 

atenuou o aumento nas concentrações de angiotensina II e peptídeo natriurético atrial 

induzidos pelo Isoproterenol. Em conjunto, podemos concluir que: i) o estradiol parece 

exercer um efeito atenuante sobre as consequências deletérias de uma dieta com elevado teor 

de sódio; e, ii) a dieta hipossódica potencializa os comportamentos ingestivos induzidos pela 

depleção aguda de sódio (FuroCap) e pela estimulação β-adrenérgica (Isoproterenol) mas 

atenua fatores neuroendócrinos influenciados por esses protocolos. 
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The first aim of the present study was to evaluate the influence of estradiol treatment on 

female Wistar rats submitted to sodium overload model. For the first purpose, female Wistar 

rats with approximately 60 days old were ovariectomized (OVX), and treated with estradiol 

benzoate (EB-OVX) or vehicle (OVX) over 14 consecutive days and, by the end of this 

period, the female rats were submitted to a free-choice paradigm, with free access to water 

and hypotonic, isotonic or hypertonic saline solution. When submitted to free-choice 

paradigm with water and 0.3 M NaCl, both OVX and EB-OVX groups exhibited a reduced 

sodium preference, and although we did not observe estrogenic modulation in this case, the 

EB-OVX group presented a reduced preference for 0.15M NaCl, when compared to isotonic 

saline. In the saline overload model (where OVX and EB-OVX group were submitted to 

normal sodium diet and 0.3 NaCl as only fluid) we observed that estradiol inhibited the 

hypernatremia induced by this protocol, when compared to the respective OVX group, 

without modulating natriuresis. Although estradiol per se reduced systolic blood pressure and 

heart rate at baseline, the steroid modulated only partially the estradiol-mediated heart rate 

reduction. Finally, we observed that estradiol attenuated and reversed the reduction in plasma 

concentrations of ANG II and ANP, respectively, after 15 days of saline overload when 

compared to the respective control group. The second goal of this study was to investigate the 

influence of low sodium diet on rats submitted to acute sodium depletion (FuroCap) and β-

adrenergic stimulation (Isoproterenol).  For this, male Wistar rats with approximately 75 days 

of age were conditioned in a metabolic cage for adaptation for 3 consecutive days, with 

normal feed, water and hypertonic saline solution ad libitum. At the end of the adaptation 

period, the animals were randomly divided to receive low or normal sodium diet during 4 

consecutive days with ad libitum access to water. The increase in fluid intake induced by 

FuroCap was exacerbated by the hyposodic diet, when compared to the respective control. 

Regarding the cardiovascular parameters, we observed that the hyposodic diet potentiated 

hypotension and tachycardia induced by acute sodium depletion. Furthermore, the low 

sodium diet attenuated the increase in plasma concentrations of oxytocin and angiotensin II 

while exacerbating the reduction in plasma ANP concentrations. Regarding β-adrenergic 

stimulation, the low sodium diet also exacerbated the increase in hypertonic water and saline 

intake induced by Isoproterenol when compared to the respective control. In contrast to the 

acute sodium depletion protocol, the hyposodic diet did not modulate Isoproterenol-induced 

hypotension and reflex bradycardia. Furthermore, it attenuated the increase in angiotensin II 

and atrial natriuretic peptide concentrations induced by Isoproterenol. Taken together, we can 

conclude that: i) estradiol seems to exert an attenuating effect on the deleterious consequences 

of a high sodium diet; and ii) the low sodium diet potentiates ingestive behaviors induced by 

acute sodium depletion (FuroCap) and β-adrenergic stimulation (Isoproterenol) but attenuates 

neuroendocrine factors influenced by these protocols. 

 

Key-words: estradiol, sodium overload, FuroCap, Isoproterenol, thirst, sodium appetite 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 

 

A regulação do volume e da osmolalidade dos líquidos corporais é fundamental para a 

sobrevivência dos organismos vivos, e tal regulação depende de mecanismos endócrinos, 

comportamentais e autonômicos que atuam de forma coordenada sob a modulação de uma 

complexa rede neural com o objetivo de controlar a ingestão, excreção e reabsorção renal de 

água e eletrólitos. O íon sódio (Na+), como principal eletrólito do fluido extracelular, é o 

principal determinante da osmolalidade plasmática bem como do volume do fluido 

extracelular (ANDERSSON, 1978; MECAWI et al., 2015).  

A osmolalidade, volume e pressão do compartimento extracelular são normalmente 

mantidos dentro de estreitas janelas. Para tanto, pequenas alterações de volume / pressão ou 

osmolalidade são responsáveis pelo recrutamento e ativação de mecanismos específicos 

através de receptores de volume / pressão ou osmoreceptores / Na+ - receptores, para a 

regulação da composição e volume dos líquidos corporais (ANTUNES-RODRIGUES et al., 

2013). Por sua vez, as informações provenientes de tais sensores, convergem para estruturas 

prosencefálicas localizadas na lâmina terminal: núcleo preóptico mediano (MnPO) e órgão 

vasculoso da lâmina terminal (OVLT), que formam a região anteroventral da parede do 3º 

ventrículo (AV3V), e órgão subfornicial (SFO), sendo os dois últimos núcleos considerados 

órgãos circunventriculares (OCV’s), por serem desprovidos de barreira hematoencefálica, o 

que também faz deles importantes sítios sensores da osmolalidade do líquido extracelular 

circulante (FRY & FERGUSON, 2007; ANTUNES-RODRIGUES et al., 2013; MCKINLEY 

et al., 2015). Nesse contexto, o AV3V (BISLEY et al., 1996) e SFO (NODA, 2006; 

MATSUDA et al., 2017) possuem células sensíveis às alterações na osmolalidade / 

concentrações de sódio plasmática ou do líquido cérebro – raquidiano (NODA & SAKUTA, 

2013) que possuem conexões diretas com o núcleo paraventricular (PVN) e supraóptico 

(SON) do hipotálamo (WEISS & HATTON, 1990a), núcleos da rafe mesencefálica e locus 

coeruleus (LC) (SLY et al., 1999). Por outro lado, estruturas do rombencéfalo como o núcleo 

do trato solitário (que recebe tanto informações viscerais quanto acerca de alterações no 

volume / pressão periféricos) e a área postrema (AP, um OCV) também enviam projeções 

[noradrenérgicas (WEISS & HATTON, 1990b) ou serotoninérgicas, via núcleo parabraquial 

lateral (LPBN) (MENANI et al., 2014) para o PVN e para o SON. Adicionalmente, áreas 

límbicas integrativas (amígdala e núcleo leito da estria terminal, BNST) são implicadas no 

controle do balanço hidrossalino, enviando projeções tanto para o LPBN quanto para o núcleo 

do trato solitário (NTS) (MOGA et al., 1989; ZARDETTO-SMITH et al., 1989; ANDRADE-

FRANZÉ et al., 2010; 2015) ao passo que recebem aferências serotoninérgicas do LPBN e 

angiotensinérgicas do SFO (JOHNSON & THUNHORST, 1997; MENANI et al., 2014). 

Dessa forma, tal conjunto de complexas conexões parece ser crucial para modular as 

alterações hormonais, comportamentais e autonômicas necessárias para manter a homeostase 

dos fluidos corporais, tais como: i) indução da sede, apetite ao sódio ou ambos; ii) alterações 

na atividade autonômica; iii) ativação do sistema renina – angiotensina; e iv) secreção de 

vasopressina, ocitocina e, de peptídeo natriurético atrial.  

 Diversos modelos experimentais são utilizados para acessar os mecanismos através 

dos quais a regulação hidroeletrolítica ocorre nas mais diversas situações desafiadoras. A 

ingestão de água, assim como a sede, são continuamente estudadas através de vários 

protocolos experimentais como privação de água, sede induzida por Isoproterenol, estímulos 

osmóticos induzidos pela injeção de salina hipertônica e depleção de fluido extracelular 

induzida pela administração de fluido coloidosmótico (LEHR et al., 1967; RETTIG et al., 

1981; SALISBURY & ROWLAND, 1990; FITZSIMONS, 1998; BADAUÊ-PASSOS et al., 

2001; DE-LUCA et al., 2000; MECAWI et al., 2008). Já a ingestão de sal e o apetite por 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salisbury%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2385630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rowland%20NE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2385630
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sódio podem ser induzidos através de protocolos de depleção de sódio, tais como após diálise 

peritoneal e protocolos de depleção de sódio aguda ou ao longo de 24 horas (FITTS & 

MASSON, 1989; FITZSIMONS, 1998; BADAUÊ-PASSOS et al., 2001; FRANCHINI et al., 

2002; BADAUÊ-PASSOS et al., 2003; MECAWI et al., 2008; FONSECA et al., 2009). Por 

outro lado, a influência de dieta com elevado teor de sódio pode ser estudada através de 

protocolos tanto com acesso à ração quanto à solução hipersódica, em protocolo conhecido 

como sobrecarga salina crônica, bem como através de injeção aguda de salina hipertônica 

(GODINO et al., 2013; MOREIRA et al., 2014). No presente trabalho, fizemos uso de três 

paradigmas distintos: sobrecarga salina (a fim de verificarmos as influências que o estradiol 

exerce sobre parâmetros ingestivos, cardiovasculares e neuroendócrinos em resposta à este 

protocolo) e, depleção aguda de sódio e estimulação β-adrenérgica (a fim de avaliarmos de 

que forma a inserção de dieta hipossódica durante 4 dias anteriores à realização desses 

protocolos alteraria as respostas ingestivas, cardiovasculares e neuroendócrinas).  
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CAPÍTULO I 

 

MODULAÇÃO ESTROGÊNICA EM RATOS SUBMETIDOS À 

SOBRECARGA SALINA: INFLUÊNCIAS NA NATREMIA E PERFIL 

HORMONAL 
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RESUMO 
 

 

A homeostase dos fluidos corporais é regulada principalmente pelo balanço entre a ingestão e 

a excreção de sódio (Na+), funções que são fortemente moduladas pelos esteroides gonadais. 

Sabendo que o estradiol está implicado no balanço de sódio, o objetivo de nosso estudo foi 

avaliar as modulações exercidas pelo estradiol em ratas sob condição basal ou submetidas à 

sobrecarga salina. Para tanto, fêmeas Wistar foram ovariectomizadas (OVX) bilateralmente e, 

após 24 horas, foram randomicamente distribuídas em dois grupos, onde seriam submetidas à 

administrações diárias de benzoato de estradiol (EB-OVX, 10 µg/0.1 mL/animal, s.c.) ou 

veículo (OVX, 0.1 mL/animal, s.c.). Três dias após o início do tratamento, os animais foram 

acondicionados em gaiolas metabólicas para adaptação por 4 dias consecutivos e, ao final 

deste período, foram submetidos às avaliações em condição basal ou após sobrecarga salina.  

Em condições basais, ratas OVX e EB-OVX tiveram a ingestão de água ou preferência por 

sódio (através da livre escolha entre água e salina hipotônica, isotônica e hipertônica) 

avaliadas, assim como parâmetros cardiovasculares, concentrações plasmáticas e urinárias de 

de Na+ e K+ e concentrações plasmáticas de vasopressina, ocitocina, angiotensina II e 

peptídeo natriurético atrial. Outro grupo de animais OVX e EB-OVX foi submetido à 

sobrecarga salina, onde salina hipertônica (1,8%) foi oferecida aos animais como único fluido, 

ao longo de 3 dias consecutivos, de forma que os mesmos parâmetros acima mencionados 

foram mensurados. Não observamos modulação do estrógeno sobre a ingestão dos fluidos: i) 

quando o único fluido disponibilizado foi água, o estrógeno não modulou a sua ingestão 

basal; ii) a ingestão de solução salina pelo grupo OVX reduziu à medida que a concentração 

da solução oferecida aumentou, sendo tal comportamento não influenciado pelo tratamento 

com estradiol; e, iii) animais submetidos à sobrecarga salina apresentaram um aumento 

progressivo na ingestão de salina hipertônica (como único fluido disponível), sem modulação 

estrogênica. Além disso, apesar de o estrógeno não influenciar nos parâmetros eletrolíticos e 

neuroendócrinos, verificamos que o grupo EB-OVX apresentou uma redução na pressão 

arterial sistólica além de bradicardia, quando comparado ao grupo OVX. Por outro lado, o 

grupo OVX submetido à 3 e 15 dias de sobrecarga salina apresentou hipernatremia que foi 

revertida pelo tratamento com estradiol, enquanto que o aumento na natriurese não foi 

influenciado por tal esteroide. Adicionalmente, apesar de não influenciar no aumento da 

secreção de vasopressina e ocitocina em resposta à sobrecarga salina, o estrógeno reverteu a 

redução nas concentrações de angiotensina II e peptídeo natriurético atrial com 15 dias de 

desafio osmótico. Em conjunto, apesar de não observarmos modulação do estradiol nos 

comportamentos de ingestão, verificamos uma importante adaptação do sistema 

cardiovascular mediada pelo estrógeno. Ainda, o tratamento com estradiol promoveu 

alterações neuroendócrinas para aumentar a espoliação de sódio, além de induzir uma 

intrigante inibição da hipernatremia induzida pela sobrecarga salina. Desta forma, podemos 

sugerir que o tratamento com estradiol nessas condições ameniza os possíveis efeitos 

deletérios induzido por uma dieta com elevado conteúdo de sódio. 

 

Palavras chave: estrógeno, natremia, sobrecarga salina, angiotensina II 
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ABSTRACT 
 

 

Body fluids homeostasis is mainly regulated by sodium (Na+) ingestion/excretion balance, 

which are strongly modulated by gonadal steroids. Since estrogen is controversially 

implicated on sodium balance, our aim in the present study was to evaluate the estrogen 

modulations on female rats under basal and salt-overload conditions. Female Wistar rats were 

bilaterally ovariectomized (OVX) and, 24 hours after, were randomly divided in two groups 

to receive either estradiol benzoate (E2-OVX, 10 µg/0.1 mL/animal, s.c.) or vehicle (OVX, 

0.1 mL/animal, s.c.). Three days after estrogen or vehicle treatment beginning, the animals 

were placed in metabolic cages for adaptation and, 4 days after, two experimental protocols 

begun: i) basal water or water plus saline (0.075, 0.15 and 0.3 M NaCl) intake and preference 

were measured in OVX and E2-OVX rats and, with access to tap water as only fluid, 

cardiovascular parameters, plasma and urinary Na+ and K+ content and plasma vasopressin, 

oxytocin, angiotensin II and atrial natriuretic peptide concentrations were also evaluated; ii) 

salt-overload (0.3 M NaCl offered as only fluids) was continually performed in OVX and E2-

OVX groups during 3 and the same parameters abovementioned were measured. We did not 

observe estrogen modulation on fluids ingestion: i) as only fluid offered, the estrogen did not 

affect the basal water ingestion; ii) the saline intake from OVX group reduced as the solution 

concentration was increased, and this behavior was not modulated by estrogen treatment; iii) 

OVX and EB-OVX presented progressively increase on the hypertonic saline ingestion under 

sodium overload protocol, with no modulations by estrogen. Also, besides the estrogen did 

not modulate electrolytic and neuroendocrine parameters in basal conditions, we observed 

that EB-OVX showed bradycardia and reduction on systolic arterial pressure, when compared 

to OVX group. On the other hand, sodium overload during 3 and 15 days induced 

hypernatremia in OVX rats, which was inhibited by estrogen treatment, in both periods, 

besides no influences on natriuresis had been observed. Additionally, estrogen inhibited the 

reduction on ANG II and ANP plasma concentrations 15 days after sodium overload 

beginning, with no changes on vasopressinergic and oxytocinergic responses. Taken together, 

besides we did not observe estrogen modulation on ingestive behaviors, we observed an 

important and positive cardiovascular effect induced by this steroid. Also, estrogen induced a 

neuroendocrine adaptation to enhance the sodium clearance as well as, as interesting 

inhibition in hypernatremia induced by sodium overload. Thus, we can suggest that the 

estradiol treatment attenuates the deleterious effects of a high sodium consumption. 

 
Keywords: estrogen, natremia, sodium overload, angiotensin II 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

O íon sódio representa o principal componente iônico envolvido com o controle do 

volume extracelular. Alterações no ajuste homeostático das concentrações plasmáticas de 

sódio e, consequentemente, no balanço dos fluidos corporais tem sido sugerido como os 

principais responsáveis pela hipertensão sensível ao sódio (MENETON et al., 2005; 

 KARPPANEN & MERVAALA, 2006). Uma complexa rede envolvendo sistemas endócrino, 

autônomo, renal e comportamental está interconectada com o objetivo de regular o conteúdo 

corporal de sódio e, consequentemente o volume extracelular e pressão arterial.  Dentre as 

alterações comportamentais, o sistema nervoso central coordena o apetite e saciedade 

específicos por sódio, assim como os seus componentes motivacionais (DIBONA & KOPP 

1997; JOHNSON & THUNHORST, 1997; FITZSIMONS 1998; Reis 2007; ANTUNES-

RODRIGUES et al., 2013; RUGINSK et al., 2014). Por outro lado, tais respostas são 

moduladas por vários fatores como os esteroides gonadais por exemplo, com particular 

atenção para os estrógenos ovarianos (E2). 

 A demonstração de receptores estrogênicos (ER) em núcleos cerebrais que não 

possuem relação direta com a reprodução e / ou que são fundamentais para a manutenção dos 

fluidos corporais, sugere fortemente o papel deste hormônio na homeostase hidroeletrolítica 

(SOMPONPUN, 2007; SANTOLLO & DANIELS, 2015). Em ratos, receptores para 

estrógeno do tipo β (ER β) são expressos em neurônios magnocelulares secretores de 

arginina-vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) (SIMONIAN & HERBISON, 1997; 

SOMPONPUN & SLADEK, 2003;) e os ER do tipo α (ER α) estão extensivamente 

distribuídos em neurônios do prosencéfalo basal (SOMPONPUN et al., 2004; VARGAS et 

al., 2016), que possui os principais sítios cerebrais empenhados na defesa contra perturbações 

nos fluidos corporais (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2013; NODA & SAKUTA, 2013). 

Nesse contexto, diversos autores descreveram a modulação estrogênica sobre os 

comportamentos de sede e apetite ao sódio. Sabe – se, por exemplo, que a administração i.m. 

aguda de estradiol reduz a ingestão espontânea (FINDLAY et al., 1979; FITZSIMONS, 1998) 

ou induzida de água (KRAUSE et al., 2003; GRAVES et al., 2011; ARAUJO et al., 2013; 

VILHENA-FRANCO et al., 2016). Em relação ao apetite específico ao sódio, diversos 

trabalhos demonstraram que ratas ovariectomizadas exibem exagerada resposta 

natriorexigênica em comparação com intactas e ratos machos: ratas ovariectomizadas (OVX) 

expressam um elevado apetite por sódio quando comparado com fêmeas inteiras ou machos 

(STRICKER et. al. 1991; SCHEIDLER et. al. 1994; FITZSIMONS, 1998).  Por outro lado, 

KENSICKI et al., (2002) descreveram uma correlação positiva entre os níveis plasmáticos de 

estradiol e a ingestão diária de sal em ratas ovariectomizadas, enquanto que CHOW et al., 

(1992) reportaram mudanças no consumo diário de sal por ratas OVX em idade adulta e 

STRICKER et al., (1991) demonstraram um aumento no apetite ao sódio em ratas OVX 

depois de prolongado tempo de privação de sódio, que foi atenuado pela reposição com 

estrógeno, como descrito em outras condições natriorexigênicas (SCHEIDLER et al.,1994; 

FITZSIMONS, 1998). 

  

1.1 Influência Estrogênica na Modulação Exercida pelo Sistema Renina Angiotensina 

Sobre a Regulação Hidroeletrolítica 

As diversas evidências que demonstram o envolvimento dos esteroides ovarianos no 

balanço hidroeletrolítico implicam a modulação destes, principalmente o estradiol, sobre o 

Sistema renina angiotensina (SRA) (GALLAGHER et al., 1999; KISLEY et al., 1999a, b; 

KISLEY et al., 2000; KENSICK et al., 2002; SANTOLLO & DANIELS, 2015). Nesse 

contexto, sabe – se que a microinjeção de ANG II no MnPO induz ingestão de sal de forma 

http://www.progcardvascdis.com/article/S0033-0620(06)00083-1/abstract##
http://www.progcardvascdis.com/article/S0033-0620(06)00083-1/abstract##
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mais intensa em ratas intactas do que em ratas OVX (DE-ANGELIS et al., 1996). Entretanto, 

trabalhos prévios demonstraram que o tratamento de ratas OVX com estrógenos diminui o 

binding de ANG II em sítios prosencefálicos relacionados com a deflagração da sede, apetite 

ao sódio e regulação da pressão arterial (JONKLAAS & BUGGY, 1984, 1985; 

FITZSIMONS, 1998; KISLEY et al., 1999a,b), além de reduzir a ingestão de água e abolir a 

ingestão de sal (FREGLY & THRASHER, 1978; DO-VALE et al., 1995; FITZSIMONS, 

1998) e de atenuar a resposta pressórica induzida pela administração intracerebroventricular 

(icv) de ANG II (JONKLAAS & BUGGY, 1984; 1985; FITZSIMONS, 1998).  

Adicionalmente, evidências de nosso laboratório mostraram pela primeira vez o 

envolvimento dos receptores AT1 na ingestão noturna basal de água e salina hipertônica em 

ratas OVX (MECAWI et al., 2007). Demonstramos também através de diferentes paradigmas 

natriorexigênicos que a terapia estrogênica ou o bloqueio dos receptores AT1 cerebrais 

reduzem drasticamente as respostas comportamentais, particularmente de ingestão de salina 

hipertônica (MECAWI et al., 2008).  

Além disso, trabalhos demonstraram que a reposição estrogênica atenua a ingestão de 

água induzida pela angiotensina II via ativação de projeções específicas do SFO para o MnPO 

(TANAKA et al., 2003) e diminui a ingestão de água evocada pela ativação de vias 

angiotensinérgicas provenientes da área hipotalâmica lateral (LHA) para o SFO (FUJISAWA 

et al., 2001). Recentemente, foi demonstrado que a modulação inibitória exercida pelo 

estrógeno sobre a ingestão de água mediada pela angiotensina II é, pelo menos em parte, 

devido a sua modulação sobre vias da cascata de sinalização intracelular do receptor para AT1 

(ALMEIDA-PEREIRA et al., 2016). 

 

1.2 Envolvimento do Estradiol Sobre os Peptídeos Neurohipofisários e Atriais 

Relacionados ao Balanço Hidroeletrolítico 

Apesar de a secreção de AVP ser fortemente modulada pelo estradiol (SANTOLLO & 

DANIELS, 2015), os trabalhos descrevem resultados contraditórios. KISLEY e colaboradores 

(2000) demonstraram que a administração de estrógeno em ratas OVX aumenta a expressão 

de proteína FOS em neurônios magnocelulares do PVN. Por outro lado, a sede e a secreção de 

AVP induzidas por estímulo osmótico em mulheres está diminuída na fase lútea em relação à 

fase folicular do ciclo menstrual (VOKES et al., 1988) enquanto que, após a menopausa, a 

reposição estrogênica não altera a secreção de AVP em condições basais (FORSLING et al., 

1982), ao contrário do aumento na secreção deste hormônio ter sido relatado posteriormente 

(WILLIAMS et al., 1985). Em ratas, CROFTON et al., (1985) não observaram flutuações nas 

concentrações plasmáticas de AVP durante o ciclo estral, enquanto que SKOWSKY et al., 

(1979) observaram aumento durante o proestro (em relação ao diestro) e após a reposição 

estrogênica em ratas OVX. Por outro lado, CROFTON et al., (1985) observaram que o 

aumento na secreção de AVP após a castração é revertido pelo tratamento com estradiol e 

PEYSNER & FORSLING (1990), que observaram uma redução na secreção de AVP após a 

OVX, relataram um efeito dose dependente do estradiol: doses baixas de E2 aumentaram a 

secreção de AVP enquanto que as doses maiores, reduziram. 

Em relação à OT, além de a contração uterina e sucção mamilar, sua síntese e secreção 

também são estimuladas pelos mesmos fatores básicos que estimulam a secreção de AVP de 

forma que a OT plasmática possui uma importante função sobre o metabolismo de água e 

sódio corporal (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). No que diz respeito à secreção de OT 

relacionada ao equilíbrio hidrossalino, sabe – se que tal hormônio apresenta um efeito 

natriurético direto e indireto, ao estimular a secreção do peptídeo natriurético atrial (ANP) a 

partir dos cardiomiócitos atriais (JANKOWSKI et al., 1998) e, apesar de ainda controversos, 

a OT parece exercer uma ação inibitória sobre o apetite específico ao sódio, inclusive o 

induzido pela ANG II (STRICKER & VERBALIS, 1996; FITZSIMONS, 1998; FITTS et al., 
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2003). Sua secreção é regulada por alterações na osmolalidade plasmática (SLADEK et al., 

2000; CALIGIONI & FRANCI, 2002; LÚCIO-OLIVEIRA & FRANCI, 2011; VILHENA-

FRANCO et al., 2011; MARGATHO et al., 2013) e, CROWLEY & AMICO (1993) 

verificaram que os esteroides gonadais seriam necessários para o acúmulo de RNAm para OT 

em neurônios do SON e PVN de ratas sob esse estímulo, além de AMICO et al., (1981) 

demonstrarem uma correlação positiva entre a concentração plasmática de E2 e OT no plasma 

de mulheres jovens. Adicionalmente, trabalhos observaram que a hipovolemia induz a 

secreção de OT bem como a ativação de neurônios ocitocinérgicos do PVN e SON, e que tais 

respostas podem ser positivamente moduladas pela reposição com estradiol em fêmeas 

ovariectomizadas (SMITH & DAY, 2003; MECAWI et al., 2011). 

Em relação ao peptídeo natriurético atrial, sabe – se que é sintetizado pelos 

cardiomiócitos atriais e secretado sob o estímulo do estiramento da parede do átrio direito, em 

decorrência do aumento do volume circulante e do retorno venoso (HEDNER et al., 1987; DE 

BOLD, 1982). O ANP exerce um potente efeito natriurético, agindo sobre o túbulo contorcido 

distal do néfron (DE BOLD et al., 1981), e pode influenciar o controle neuroendócrino do 

balanço hidrossalino, agindo via receptores localizados em OCV’s (MCKINLEY et al., 

1998). Como também é expresso em importantes áreas do SNC relacionadas ao controle do 

apetite ao sódio [como PVN (PALKOVITS et al., 1987), AV3V e NTS (SKOFITSCH et al., 

1985) o ANP cerebral parece inibir o comportamento ingestivo (ANTUNES-RODRIGUES et 

al., 1985a), atenuando ou inibindo a ingestão de fluidos induzida pela angiotensina II 

(ANTUNES-RODRIGUES et al., 1985b; EHRLICH & FITTS, 1990), de forma que a 

inibição da ação cerebral deste peptídeo pode estar envolvida com a deflagração do apetite ao 

sódio. 

 Além disso, a co-localização de receptores de estrógeno e ANP em miócitos cardíacos 

(BACK et al., 1989) e o estímulo à secreção de ANP a partir de átrio isolado perfundido com 

estrógeno (DENG & KAUFMAN, 1993) fornecem argumentos para a hipótese de que o ANP 

atue como um mediador de ação estrogênica, sendo tal peptídeo considerado fundamental na 

manutenção da homeostase hidroeletrolítica e cardiovascular (DE BOLD et al., 1981). 

JANKOWSKI et al., (2001) demonstraram que a diminuição da expressão de ER α e a 

transcrição do ANP no átrio induzido pela ovariectomia é revertida pelo tratamento com 17-β-

estradiol. Por outro lado, o tratamento com estradiol aumentou a secreção plasmática de ANP 

induzida pela expansão de volume extracelular (VILHENA-FRANCO et al., 2011) apesar de 

não modular a redução na secreção deste hormônio após hemorragia hipovolêmica (MECAWI 

et al., 2011) em ratas. Adicionalmente, neurônios imunorreativos para ANP foram descritos 

recentemente, no núcleo arqueado (NArc) e região ânteroventral periventricular (AVPV), 

onde co – expressam RNAm para ER α (dados não publicados de MARGATHO 

colaboradores), sugerindo que o sistema ANPérgico central também possa ser modulado pelo 

estradiol. 

 

1.3 Modelo de Sobrecarga Salina 

Disfunções no controle das concentrações plasmáticas de sódio aumenta em várias 

espécies a partir do declínio na produção de hormônios esteroidais relacionado à idade 

(TIPPETT et al., 1987; CLARK et al., 2004; RECKELHOFF & FORTEPIANI, 2004; 

HINOJOSA-LABORDE et al., 2000, 2004; SONG et al., 2005; HAY et al., 2014). 

Adicionalmente, adicionar sódio à dieta moderna é comum, seja para conservação do 

alimento e/ou para acentuação do paladar (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015). 

Um fator que tem sido bastante estudado na gênese da hipertensão na pós-menopausa 

é a diminuição dos hormônios ovarianos levando ao aumento da sensibilidade ao sal na dieta. 

Estudos de HARRISON-BERNARD et al., (2003) demonstraram que o desenvolvimento da 

hipertensão em uma cepa de animais “sensíveis a sal” (Dahl salt-sensitive rats) foi prevenida 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15023933&query_hl=12&itool=pubmed_docsum
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pela terapia de reposição hormonal com estrógeno. Atualmente não estão completamente 

esclarecidos os mecanismos pelos quais a hipertensão se instala no período da pós-menopausa 

e vários pesquisadores tem utilizado a ovariectomia como modelo para estudar tal fenômeno. 

Neste contexto, a fim de mimetizar, pelo menos em parte, os efeitos de uma dieta com 

elevado conteúdo de sódio, lançamos mão de um protocolo osmótico não invasivo conhecido 

como sobrecarga salina. Apesar de algumas variações (quanto ao tempo e concentração da 

solução de salina oferecida), o protocolo de sobrecarga salina consiste em os animais terem 

acesso ad libitum à solução de salina como único fluido (não havendo, portanto, acesso à 

água). Esse protocolo induz alterações graduais na natremia e osmolalidade plasmática, 

podendo ser utilizado como modelo para o estudo dos mecanimos comportamentais, 

cardiovasculares e neuroendócrinos induzidos pela hiperosmolalidade. 

MOREIRA et al., (2014) demonstraram que animais submetidos à sobrecarga salina 

por 60 dias consecutivos (desde o desmame) apresentaram aumento na pressão arterial média 

e frequência cardíaca quando comparado aos animais controle. Ainda, observaram que a 

sobrecarga salina induziu uma hipersensibilidade desses animais ao apetite ao sódio induzido 

pelo protocolo de depleção de sódio (furosemida associada à dieta hipossódica durante 24 

horas). VENTURA et al., (2005) mostraram que ratos machos submetidos à sobrecarga salina 

(por 1 ou 7 dias consecutivos, com salina hipertônica como único fluido disponível) 

apresentaram um aumento nas concentrações plasmáticas de vasopressina e ocitocina 

correlacionado à hipernatremia induzida pela sobrecarga salina. Além disso, estudo com o 

modelo de sobrecarga salina (NaCl 2 %) por 7 dias consecutivos induziu aumento na 

osmolalidade plasmática e redução na osmolalidade urinária, associadas ao aumento nas 

concentrações plasmáticas de vasopressina e redução nos níveis plasmáticos de peptídeo 

natriurético atrial, em ratos Wistar (GREENWOOD et al., 2015). Adicionalmente, estudos 

feitos em fêmeas mostraram que o mesmo estímulo osmótico por 3 dias com acesso apenas à 

salina hipertônica (como único fluido disponível) promoveu uma depleção de ERβ em 

neurônios magnocelulares sintetizadores de AVP e OT (SOMPONPUN & SLADEK, 2003), 

sugerindo que a depleção de ERβ em neurônios magnocelulares induzida pela sobrecarga 

salina poderia afetar a modulação do estrógeno na secreção de vasopressina e ocitocina. 

 Baseados em tais dados que relacionam o consumo excessivo de sódio, estrógeno e 

outros fatores neuroendócrinos em desequilíbrios hidroeletrolíticos e, até, no desenvolvimento 

de doenças sensíveis ao sal, como a hipertensão, a proposta geral do presente trabalho foi 

investigar a influência da terapia com estrógeno sobre aspectos comportamentais, 

cardiovasculares e neuroendócrinos de ratas ovariectomizadas, em condição basal e após a 

sobrecarga salina. 
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2 OBJETIVOS 

 

 
 Considerando i) o elevado teor de sódio na dieta da sociedade moderna, ii) o aumento 

na incidência de distúrbios relacionados ao sal em mulheres após a menopausa e iii) os ainda 

controversos estudos sobre a participação do estradiol na regulação do equilíbrio 

hidroeletrolítico, o objetivo geral do presente trabalho foi estudar as possíveis alterações 

comportamentais, neuroendócrinas e cardiovasculares em ratas Wistar submetidas à dieta com 

elevado conteúdo de sódio, através do modelo de sobrecarga salina.  

 Especificamente, buscamos avaliar o efeito da ovariectomia e do tratamento com 

benzoato de estradiol em ratas Wistar sobre: 

• o padrão de ingestão de água ou água associada à diferentes concentrações de solução 

de NaCl; 

• o perfil de ingestão de solução salina 0,3 M (modelo de sobrecarga salina); 

• as possíveis alterações da sobrecarga salina em parâmetros eletrolíticos urinário e 

plasmático; 

• os parâmetros cardiovasculares em resposta à sobrecarga salina; 

• a influência da sobrecarga salina nas concentrações plasmáticas de vasopressina, 

oxitocina, angiotensina II e peptídeo natriurético atrial. 
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3 METODOLOGIA 
 

 

3.1 Animais e Manutenção 

Ratos Wistar (fêmeas), pesando 200 a 220 g (com aproximadamente 60 dias de idade), 

obtidos junto ao Biotério de Criação do Departamento de Ciências Fisiológicas (DCFis –  

UFRRJ), foram mantidos em caixas coletivas (contendo cinco animais cada) no Biotério de 

Manutenção do DCFis (ICBS – UFRRJ), em condições de fotoperíodo de 12/12 horas (luz 

acesa entre as 06:00 e as 18:00 horas), temperatura de 22 ± 2ºC, e com acesso ad libitum à 

água e à ração. Para minimizar o estresse inespecífico, os ratos foram manuseados 

diariamente durante a semana anterior aos experimentos.  Por sua vez, para minimizar 

possíveis interferências da variação circadiana da secreção hormonal, os experimentos foram 

realizados no período da manhã, entre as 07:00 – 11:00 horas.  

 A manipulação dos animais e os procedimentos experimentais foram submetidos e 

avaliados junto à Comissão de Ética na Pesquisa da UFRRJ (COMEP – UFRRJ) e realizados 

de acordo com o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” publicado por US 

National Institutes of Health (NIH, Publication No. 85-23, revisado em 1996) e com a 

legislação brasileira para experimentação animal (Lei nº 11794, de 8 de outubro de 2008). 

 

3.2 Cirurgias 

Para as cirurgias, os ratos foram submetidos à anestesia pela injeção intraperitoneal 

(ip) de ketamina (100 mg / kg, Agener®, Brasil) associada à xilazina (20 mg / kg, Dopaser®, 

Espanha). No período pós-cirúrgico, os animais permaneceram em um local aquecido até a 

recuperação da anestesia e receberam uma dose profilática de antibiótico veterinário (Fort 

Dodge, Brasil). Em seguida, os animais foram recolocados em suas caixas coletivas e 

reconduzidos ao Biotério de Manutenção do DCFis (ICBS – UFRRJ), onde permaneceram 

por um período de 3 a 7 dias, nas mesmas condições citadas anteriormente. 

 

3.2.1 Ovariectomia 

 Resumidamente, após anestesia e perda dos reflexos medulares, as fêmeas foram 

submetidas à tricotomia da região para – costal direita e esquerda e posicionadas em decúbito 

lateral. O acesso aos ovários foi possível através de incisões na pele, tecido conjuntivo e 

musculatura da região para-costal. Em seguida à visualização, os ovários foram expostos e 

removidos a partir de uma ligadura envolvendo as trompas, artérias e veias ovarianas. Por fim, 

suturas na musculatura e na pele foram realizadas para finalizar o procedimento cirúrgico.  

 

3.2.2 Canulação da artéria femoral 

 Para a mensuração dos parâmetros cardiovasculares, os animais foram previamente 

submetidos à canulação da artéria femoral direita, sob protocolo anéstésico mencionado 

anteriormente. Uma cânula de polietileno (PE-10 conectada à uma PE-50; BD Intramedic) foi 

inserida na artéria femoral e então, exteriorizada na região cervical dorsal. Logo em seguida, a 

cânula foi lavada e preenchida com solução de salina isotônica heparinizada (100 IU/ml, 

Liquemine, Roche) a fim de prevenir possíveis obstruções. Os animais permaneceram em 

recuperação durante 24 horas, para então, os procedimentos experimentais serem realizados. 

 

3.3 Procedimentos 

 

3.3.1 Tratamento hormonal 

 Ratas Wistar OVX foram divididas em dois grupos: um grupo de animais (OVX) foi 

submetido a administrações subcutâneas de veículo (óleo vegetal, 0,1 mL / animal / dia) e, o 



 
 

27 
 

segundo grupo (EB-OVX), à reposição estrogênica com benzoato de estradiol (Pfizer; 10 µg / 

0,1 mL / animal / dia). As administrações foram realizadas no período da manhã (entre as 

08:00 e 09:00 horas), desde o dia seguinte à ovariectomia até o término do protocolo 

experimental. Dados de análises do index uterino confirmaram a eficiência da ovariectomia e 

tratamento com estradiol, como descrito previamente (MECAWI et al., 2007; 2008). 

 

3.3.2 Estudo em gaiola metabólica 

Cerca de quatro dias antes dos experimentos, os animais foram acondicionados nas 

gaiolas metabólicas para adaptação, com ração e água ad libitum. A fim de avaliarmos as 

respostas dipsogênicas e natriorexigênicas durante os procedimentos experimentais, água e 

solução salina hipertônica (0,075, 0,15 ou 0,3 M) foram oferecidos aos animais, em 

bebedouros volumétricos, em um paradigma de livre escolha. A ingestão de fluidos está 

expressa como mL/100g de peso corporal/24 horas (MECAWI et al., 2007; 2008; 2010). 

Especificamente, o índice de preferência por sódio foi calculado pela razão entre o volume de 

solução salina ingerida e o volume total de fluidos consumido (salina / água + salina). 

Ainda, o volume urinário foi mensurado, estando expresso em mL/100g de peso 

corporal/24 horas. Alíquotas de urina foram coletadas e armazenadas em freezer -20 C até o 

momento de sua utilização para os respectivos métodos de análises.  

 

3.3.3 Coleta de sangue 

O sangue foi coletado através de decapitação, em tubos de microhematócrito 

(hematócrito), ou tubos em gelo contendo heparina (para quantificação de proteína, 

osmolalidade e sódio plasmático e para dosagens de vasopressina e ocitocina) ou inibidores de 

peptidases [fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM, benzoato de p-hidroximercúrio 1 

mM, 10-fenantrolina 30 mM, pepstatina A 1 mM e ácido etilenodiamino tetra-acético 

(EDTA) 7,5%, em um volume de 50 μl/ml de sangue] para as dosagens de ANP e ANG II. O 

plasma foi obtido após a centrifugação por 20 minutos, 3000 rotações/min a 4ºC e estocado a 

-20 ºC, até o momento das análises. 

 

3.4 Métodos de Análises 

 

3.4.1 Dosagem de Na+e K+urinário e plasmático 

 A determinação da concentração de Na+ e K+ plasmático e urinário foi realizada com o 

auxílio de um fotômetro de chama (Micronal, b262). Os valores obtidos foram expressos em 

mmol/L normalizados por 100 g do peso corporal. 

 

3.4.2 Osmolalidade urinária e plasmática 

A osmolalidade plasmática e urinária foi determinada pelo método de redução do 

ponto de congelamento da água através de um micro-osmômetro (Precision System, Inc). Os 

valores obtidos foram expressos em mOsm/Kg de H2O. 

 

3.4.3 Concentração de proteínas plasmáticas totais 

 A dosagem de proteínas totais foi realizada através do método colorimétrico de 

Bradford (1976) utilizando-se um leitor de ELISA (Microplater reader, Bio-Rad Laboratories, 

Inc.) Para tanto, o plasma foi diluído (1:200) e, uma alíquota de 10 microlitros foi solubilizada 

em 200 microlitros do corante diluído (1:5) em um leitor de ELISA (BIORAD). 

 

3.4.4 Extração de hormônios do plasma 

O AVP e OT foram extraídos do plasma com acetona e éter de petróleo: um mL de 

plasma foi transferido para um tubo contendo 2 ml de acetona gelada (MercK, Brasil), 
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seguido por agitação de 30 segundos e centrifugação (2500 rpm, 25 min, 4 °C); a seguir, o 

sobrenadante foi decantado para um tubo contendo 2 mL de éter de petróleo (Reagen, Brasil), 

sendo submetido a agitação e reservado durante 2 minutos; o sobrenadante (éter de petróleo) 

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

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

ressuspenso com 250 µL de tampão do ensaio.  

Os hormônios ANG II e ANP foram extraídos a partir de 1 mL de plasma acidificado 

com 2 mL de ácido trifluoroacético (TFA; Sigma-Aldrich, EUA) 0,1% em colunas Bond-Elut 

(Peninsula Laboratories, EUA). Para tanto, as colunas foram pré-ativadas com 4 mL de uma 

solução de acetonitrila a 60% (Merck, EUA) diluída em TFA 0,1% seguido de 20 mL de TFA 

0,1%. Em seguida as amostras foram aplicadas individualmente nas colunas e lavadas com 

mais 20 mL de TFA 0,1%. Os peptídeos absorvidos foram então eluídos em 3 mL de uma 

solução a 60% de acetonitrila em TFA 0,1%, sendo coletados e liofilizados. No momento do 

ensaio, o liofilizado foi ressuspenso em 400 µL de tampão de ensaio. 

Todos os procedimentos de extração foram realizados sobre gelo. Para determinar a 

eficiência da extração dos hormônios pelos métodos utilizados, uma quantidade de (~ 25.000 

cpm) do peptídeo marcado (com 125I) foi adicionada a um mL de plasma, o qual foi submetido 

às extrações, como descrito acima. Os sobrenadantes e os precipitados, gerados em cada uma 

das etapas da extração, foram analisados no contador Gama e, a partir dos valores de suas 

radioatividades obtidas, foi calculada a proporção do hormônio recuperado no final do 

processo de extração. A extração foi considerada eficiente quando a porcentagem de 

recuperação do hormônio marcado foi acima de 90%. 

 

3.4.5 Dosagens hormonais 

Todas as dosagens hormonais foram realizadas através de radioimunoensaios 

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

(1995), GUTKOWSKA et al., (1984) e BOTELHO et al., (1994) para AVP, OT, ANP e ANG 

II, respectivamente. Os anticorpos específicos para ANG I e II, AVP e OT foram obtidos a 

partir da Peninsula Inc. (ANG II: T4007; AVP: T4561; e OT: T4084), e aquele para ANP foi 

gentilmente cedido por Jolanta Gutkowska (Universidade de Montreal, Canadá). Todos os 

ensaios/dosagens foram realizados em duplicata. 

Todos os ensaios/dosagens foram realizados em duplicata. A sensibilidade do ensaio e 

o coeficiente de variação intra- e inter-ensaio foram: 0,7 pg/mL, 4,8% e 10,0% para ANP; 0,5 

pg/mL, 14,9% e 27,1% para ANG II; 0,8 pg/mL, 7,7% e 11,9% para AVP; e 0,9 pg/mL, 7,0% 

e 12,6% para OT.  

 

3.4.6 Aferição da pressão arterial e frequência cardíaca 

A pressão arterial [média (PAM), sistólica (PAS) e diastólica (PAF), em mmHg], 

assim como a frequência cardíaca (FC, em batimentos por minuto, bpm) foram obtidos 24 

horas após a canulação, com os animais recuperados, acordados e livres para se movimentar. 

Para tanto, o cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressão (MLT0380/D, AD 

Instruments, EUA) e este a um sistema de aquisição de dados (BIOPAC System, EUA); logo 

após a conexão, os animais permaneceram por um período de adaptação de 30 minutos para, 

logo em seguida, realizarmos os registros da PAM, PAS, PAD e frequência cardíaca ao longo 

dos próximos 30 minutos.  

 

3.5 Protocolos Experimentais 

 

3.5.1 Modulação do estrógeno sobre o balanço hidroeletrolítico e parâmetros 

cardiovasculares em ratas OVX em condição basal 
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Ratas Wistar foram ovariectomizadas e, 24 horas após, tiveram início as administrações 

diárias de veículo (OVX) ou benzoato de estradiol (EB-OVX). No oitavo dia pós-cirúrgico, os 

animais foram colocados em gaiolas metabólicas individuais, com acesso ad libitum à ração, 

para adaptação. Neste momento, os animais foram distribuídos em 4 grupos: 

▪ G1: acesso livre apenas à água; 

▪ G2: acesso livre à água e salina hipotônica (0,45 %);  

▪ G3: acesso livre à água e salina isotônica (0,9 %); 

▪ G4: acesso livre à água e salina hipertônica (1,8 %). 

No décimo quarto dia de administrações de veículo ou benzoato de estradiol, os animais 

dos grupos G1, G2, G3 e G4 foram submetidos à avaliação de sua ingestão basal de água e 

solução salina ao final de um período de 24 horas. Para a avaliação da osmolalidade 

plasmática, concentrações plasmáticas de sódio, potássio e proteínas plasmáticas totais, assim 

como de parâmetros cardiovasculares, os animais tiveram acesso apenas à agua (G1) (Figura 

1A). 

 

3.5.2 Influência do estradiol no balanço hidroeletrolítico, parâmetros cardiovasculares e 

hormonais em fêmeas OVX submetidas à sobrecarga salina. 

Uma semana após o início das injeções com veículo ou estradiol, solução de salina 

hipertônica (1,8 %) foi oferecida à ambos os grupos como único fluido, durante 3 ou 15 dias 

consecutivos (G5). Durante este período, o volume de solução salina ingerido foi mensurado a 

cada dois dias, e as administrações com veículo ou estradiol continuaram sendo diariamente 

realizadas. Ao final do período de 3 ou 15 dias, parâmetros cardiovasculares foram aferidos, e 

a urina e o sangue foram coletados para as quantificações de Na+ e K+ e, das concentrações 

plasmáticas de vasopressina, ocitocina, angiotensina II e peptídeo natriurético atrial (Figura 

1B). 

 

3.6 Análise Estatística 

Os dados foram analisados através de teste “t” de Student ou por ANOVA uma ou 

duas vias, seguido pelo pós-teste de Bonferroni para comparações múltiplas. Os dados estão 

expressos como média ± erro padrão da media (EPM); em todas as comparações, o nível de 

significância foi estabelecido em p < 0,05. A análise estatística foi realizada pelo software 

Statistica (versão 9.0, Statsoft, EUA).  
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Figura 1: Representação esquemática dos procedimentos experimentais. Ratas Wistar foram 

ovariectomizadas e, 24 horas após, submetidas ao início do tratamento com benzoato de 

estradiol ou veículo. Os grupos foram subdivididos para: terem água como único fluido 

disponível (G1) ou, terem acesso à água e salina hipotônica (G2), isotônica (G3) ou 

hipertônica (G4). Após o período de adaptação, a ingestão de fluido (s) foi avaliada no grupo 

G1, G2, G3 e G4 no 14 dia de tratamento. Por sua vez, o grupo G5 foi submetido ao 

protocolo de sobrecarga salina (salina hipertônica como único fluido) a partir do sétimo dia 

de tratamento com veículo ou estradiol: a cada dois dias a ingestão de fluidos foi avaliada e, 

3 ou 15 dias após o início da sobrecarga salina, os animais do grupo G5 (bem como o seu 

respectivo controle, G1) foram submetidos à canulação da artéria femoral (para mensuração 

de parâmetros cardiovasculares) e à decapitação (para coleta de amostras de sangue para 

quantificação de sódio e potássio, proteínas plasmáticas totais, vasopressina, ocitocina, 

peptídeo natriurético atrial e angiotensina II). 
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4 RESULTADOS 
 

 

4.1 Ingestão de Água e Solução Salina em Ratas OVX e EB-OVX, em Condição Basal ou 

de Sobrecarga Salina 

 A figura 2 mostra o perfil da ingestão de fluidos em ratas OVX e EB-OVX em 

condições basais e o perfil de preferência por sódio. O tratamento com estrógeno não alterou a 

ingestão de água quando esta era o único fluido oferecido (Figura 2A).  

Adicionalmente, no paradigma de livre escolha (Figura 2B) não observamos 

modulações estrogênicas na ingestão de fluidos quando os animais tinham livre escolha entre 

água e solução salina hipotônica (0,45 %), água e solução salina isotônica (0,9 %) ou água e 

solução salina hipertônica (1,8 %).  

Observamos que quando o paradigma de livre escolha foi realizado com água e salina 

hipertônica ad libitum, a ingestão de água aumentou tanto no grupo OVX (12,57 ± 0,87 vs. 

3,22 ± 0,91 e 5,17 ± 1,17 mL/100 g/24 h, p < 0,05 vs. NaCl 0,45 % e 0,9 % respectivamente) 

quanto no grupo EB-OVX (10,05 ± 0,65 vs. 4,00 ± 1,25 e 3,93 ± 1,25 mL/100 g/24 h, p < 

0,05 vs. NaCl 0,45 % e 0,9 % respectivamente), não havendo modulação estrogênica neste 

parâmetro. 

 Ainda na Figura 2B, observamos que os animais OVX apresentaram uma redução 

progressiva na ingestão de solução salina à medida em que a concentração desta aumenta 

(NaCl 0,9 %: 13,71 ± 1,51 vs. NaCl 0,45 % 20,65 ± 2,25 mL/100 g/24 h, p < 0,05; NaCl 1,8 

%: 3,91 ± 0,57 vs. NaCl 0,9 %: 13,71 ± 1,51 mL/100 g/24 h, p < 0,05; NaCl 1,8 %: 3,91 ± 

0,57 vs. NaCl 0,45 %: 20,65 ± 2,25 mL/100 g/24 h, p < 0,05). No entanto, a preferência por 

sódio (Figura 2C) no grupo OVX reduz de forma significativa apenas quando a solução de 

salina hipertônica é oferecida (27,90 ± 3,90 vs. 80,6 ± 6,40 e 70,20 ± 9,30 %, p < 0,05 vs. 

NaCl 0,45 % e 0,9 % respectivamente). 

No que tange ao grupo EB-OVX, observamos o mesmo perfil verificado no grupo 

OVX em relação à ingestão de solução salina, ou seja, à medida que a concentração da 

solução aumenta, a ingestão deste fluido em 24 horas reduz: (NaCl 0,9 %: 9,60 ± 1,00 vs. 

NaCl 0,45 %: 18,00 ± 1,95 mL/100 g/24 h, p < 0,05; NaCl 1,8 %: 2,45 ± 0,40 vs. NaCl 0,9 %: 

9,60 ± 1,00 mL/100 g/24 h, p < 0,05; NaCl 1,8 %: 2,45 ± 0,40 vs. NaCl 0,45 %: 18,00 ± 1,95 

mL/100 g/24 h, p < 0,05). 
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Figura 2: Ingestão basal de água (A), ingestão basal de fluidos (paradigma de livre escolha) 

(B) e preferência por sódio (C) em animais OVX e EB-OVX. Paradigma de livre escolha, 

onde é oferecido ao animal dois bebedouros, um com água e outro com solução salina 

hipotônica (0,45 %), isotônica (0,9 %) ou hipertônica (1,8 %) foi oferecida aos animais dos 

grupos OVX e EB-OVX. Os resultados estão expressos como média ± EPM. * p < 0.05 vs. 

respectivo grupo OVX com salina 0,075 e 0,9 %; ** p < 0.05 vs. respectivo grupo OVX com 

salina 0,45 %; # p < 0,05 vs. respectivo grupo EB-OVX com salina 0,075 e 0,9 %; ## p < 

0,05 vs. respectivo grupo EB-OVX com salina 0,45 %.  
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Neste contexto, apesar de o estrógeno não ter modulado a preferência por sódio 

quando comparado aos respectivos grupos OVX, observamos que a preferência por sódio 

reduziu de forma significativa no grupo EB-OVX à medida que a concentração de solução de 

NaCl aumentou: NaCl 0,9 %: 61,20 ± 10,30 vs. NaCl 0,45 % 86,10 ± 4,70 %, p < 0,05; NaCl 

1,8 %: 17,70 ± 3,40 vs. NaCl 0,9 %: 61,20 ± 10,30 %, p < 0,05; NaCl 1,8 %: 17,70 ± 3,40 vs. 

NaCl 0,45 %: 86,10 ± 4,70 %, p < 0,05.  

 Por fim, no protocolo de sobrecarga salina (quando salina hipertônica é oferecida 

como único fluido disponível, durante 3 ou 15 dias consecutivos) não observamos diferenças 

significativas na ingestão de NaCl 1,8 % entre os grupos OVX e EB-OVX, apesar de ambos 

os grupos exibirem um progressivo aumento na ingestão de solução salina ao longo do 

protocolo experimental (Figura 3). 
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Figura 3: Ingestão de salina hipertônica (como único fluido disponível) no modelo de 

sobrecarga salina em animais OVX e EB-OVX. Solução de salina hipertônica (1,8 %) foi 

utilizada para induzir sobrecarga salina nos animais dos grupos OVX e EB-OVX, sendo o 

único fluido disponível. Os dados estão expressos como média ± EPM. * p < 0,05 vs. 

respectivo grupo OVX no dia 1; # p < 0,05 vs. respectivo grupo EB-OVX no dia 1. 

 

4.2 Avaliação das Concentrações Plasmáticas e Urinárias de Proteína, Na+ e K+ em 

Ratas OVX e EB-OVX em Condição Basal ou de Sobrecarga Salina 

A tabela 1 mostras a influência da sobrecarga salina em parâmetros urinários e 

plasmáticos em animais OVX e EB-OVX. De princípio, já podemos observar que o 

tratamento com benzoato de estradiol reduziu a excreção de sódio no grupo controle, quando  

comparado ao grupo OVX (88.14 ± 12.4 vs. 121.5 ± 7.7 mmol/L, p < 0,05, respectivamente). 

Os demais parâmetros não foram alterados pelo tratamento com benzoato de estradiol em 

condição controle (acesso apenas à água, como único fluido). 
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As mensurações do grupo controle foram obtidas a partir das fêmeas que possuíam apenas 

água como fluido oferecido. Os dados estão expressos como média ± EPM. * p < 0,05 vs. 

respectivos grupos controle. + p < 0,05 vs. respectivo grupo OVX. 

 

Aos 3 e 15 dias após o início do protocolo de sobrecarga salina, observamos um 

aumento nas concentrações plasmáticas de Na+ no grupo OVX (149,9 ± 1,3 e 146,9 ± 2,0 vs. 

140,1 ± 2,4, p < 0,01) quando comparado ao grupo controle e, de forma interessante, o 

estrógeno inibiu a hipernatremia induzida por esse protocolo, em ambos os tempos estudados. 

A sobrecarga salina aumentou a concentração de Na+ na urina (496,0 ± 16,0 e 423,3 ± 

20,9 vs. 121,5 ± 7,7, p < 0,001) e reduziu a excreção urinária de K+ (41,7 ± 10,2 e 62,0 ± 12,7 

vs. 280,8 ± 17,2, p < 0,01) 3 e 15 dias após o início do protocolo no grupo OVX, 

respectivamente. Da mesma forma, os animais EB-OVX com sobrecarga salina por 3 ou 15 

dias apresentaram uma maior excreção urinária tanto de Na+ (476,0 ± 28,5 e 396,7 ± 52,0 vs. 

88,14 ± 12,4, p < 0,001) quanto de K+ (127,1 ± 27,3 e 108,8 ± 10,8 vs. 253,4 ± 14,7, p < 

0,01), respectivamente, quando comparado ao grupo controle. Neste quesito, o estrógeno 

modulou a excreção de potássio após 3 (127,1 ± 27,3 vs. 41,7 ± 10,2, p < 0,05) e 15 (108,8 ± 

10,8 vs. 62,0 ± 12,7, p < 0,05) dias de ingestão de salina hipertônica quando comparado ao 

respectivo grupo OVX, não influenciando o perfil natriurético. 

No que tange ao conteúdo proteico, não observamos diferenças entre os grupos OVX e 

EB-OVX em condição controle. Entretanto, a sobrecarga salina induziu uma redução na 

concentração proteica plasmática (4,72 ± 0,08 e 4,49 ± 0,42 vs. 5,35 ± 0,19, p < 0,05) e 

urinária (29,5 ± 5,0 e 39,5 ± 10,5 vs. 59,2 ± 3,7, p < 0,05, em ratas OVX tanto no dia 3 quanto 

no dia 15 de sobrecarga salina, respectivamente, sendo tais mudanças inibidas pela reposição 

estrogênica. 
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4.3 Parâmetros Cardiovasculares em Condição Basal ou de Sobrecarga Salina sob 

Influência Estrogênica 

 A tabela 2 apresenta os parâmetros cardiovasculares aferidos nos grupos Controle 

(G1) e de sobrecarga salina (G5), com acesso apenas à água ou NaCl 0,30M durante 15 dias, 

respectivamente. Os animais do grupo controle e tratados diariamente com estradiol 

apresentaram uma redução na frequência cardíaca (336,9 ± 9,63 vs. 382,0 ± 13,40 bpm, p < 

0,05) e na pressão arterial sistólica (127,3 ± 2,02 vs. 134,5 ± 2,89 mmHg, p < 0,05) quando 

comparado ao grupo OVX. Além disso, o consumo diário de salina hipertônica não alterou a 

pressão arterial sistólica quando comparado ao grupo controle, além de não ter influenciado a 

redução da mesma induzida pelo estradiol. Porém, o tratamento com estradiol atenuou a 

redução na frequência cardíaca induzida pela sobrecarga salina, quando comparado ao grupo 

EB-OVX com acesso apenas à água (368,9 ± 6,0 vs. 336,9 ± 9,6, p < 0,05 respectivamente). 

  

 
Os dados foram obtidos a partir de ratas OVX e EB-OVX com acesso apenas à água ou 

apenas NaCl 1,8 % ao final do período de 15 dias. Os dados estão expressos como média ± 

EPM. * p< 0,05 vs. respectivo grupo OVX. + p < 0.05 vs. EB-OVX. 

 

4.4 Influência da sobrecarga salina nas concentrações plasmáticas de AVP, OT, ANG II 

e ANP em ratas OVX e EB-OVX 

 A Figura 4 mostra as concentrações hormonais de animais OVX e EB-OVX em 

condição basal e, com e 3 15 dias de sobrecarga salina. O estrógeno não afetou as 

concentrações basais de AVP, OT, ANG II e ANP. No que tange aos animais submetidos à 

sobrecarga salina, o grupo OVX apresentou aumento nas concentrações plasmáticas de AVP 

(Dia 3: 15,81 ± 1,52 e Dia 15: 13,64 ± 1,10 vs. 3,51 ± 0,54 pg/mL, p < 0,05) e OT (Dia 3: 

2,64 ± 0,31 e Dia 15: 2,11 ± 0,35 vs. 1,26 ± 0,15 pg/mL, p < 0,05) quando comparado aos 

animais OVX em condição basal, não havendo ainda influências do tratamento com estrógeno 

sobre essas respostas (Figura 5A e B). 

 Por outro lado, as concentrações plasmáticas de angiotensina II reduziram 

significativamente após a sobrecarga salina no grupo OVX (Dia 3: 7,96 ± 1,88 e Dia 15: 5,15 
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± 0,24 vs. 18,9 ± 2,97 pg/mL, p < 0,05, quando comparado ao respectivo controle) e o 

estrógeno atenuou levemente tal resposta apenas no grupo submetido a 15 dias de sobrecarga 

salina (7,82 ± 1,10 vs. 5,15 ± 0,24 pg/mL, p < 0,05 quando comparado ao respectivo grupo 

OVX). 

 Por fim, apenas no grupo OVX submetido à sobrecarga salina por 15 dias foi 

verificado uma redução significativa nas concentrações plasmáticas de ANP, quando 

comparado ao seu respectivo grupo controle (20,92 ± 3,57 vs. 41,30 ± 5,70 pg/mL, p < 0,05), 

e o tratamento com estradiol reverteu por completo a redução nas concentrações plasmáticas 

de ANP induzida pela ovariectomia (41,33 ± 7,95 vs. 20,92 ± 3,57 pg/mL, p < 0,05) quando 

comparado ao respectivo grupo OVX. 

 

 
Figura 4: Influência da sobrecarga salina nas concentrações plasmáticas de AVP, OT, ANG 

II e ANP em ratas OVX e sobre influência estrogênica. As mensurações basais foram feitas 

nos animais cujo único fluido recebido foi a água. Os dados estão expressos como média ± 

EPM. * p < 0,05 vs. respectivo grupo controle; + p < 0,05 vs. respectivo grupo OVX. 
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5 DISCUSSÃO 
 

 

Com o passar dos anos, a adição de sódio à dieta tornou-se cada vez mais comum, seja 

para conservação do alimento e/ou para acentuação do paladar. Por outro lado, o consumo 

excessivo de sódio é um dos principais problemas da sociedade moderna, por estar associado 

com diversas doenças, sejam elas hepáticas, renais ou cardiovasculares (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2015). Sabendo que o envelhecimento está relacionado com alterações 

neuroendócrinas e comportamentais na regulação hidroeletrolítica (BEGG, 2017) e dos 

crescentes trabalhos que mostram o quanto o estradiol (e a sua ausência) influenciam esta 

homeostase, buscamos no presente trabalho avaliar (do ponto de vista comportamental, 

cardiovascular e neuroendócrino) se o estradiol modula as respostas à sobrecarga salina em 

ratas Wistar. 

Os grupos OVX e EB-OVX exibiram uma progressiva redução na ingestão de salina 

de acordo com o aumento nas concentrações da solução disponível. Intrigantemente, o 

estrógeno não modulou a ingestão basal dos fluidos, com acesso apenas à água ou no 

paradigma de livre escolha, entre água e solução salina em diferentes concentrações. Em 

condições de depleção de sódio, o limiar de sensibilidade a este íon reduz (e por isso a 

ingestão de salina hipotônica aumenta) enquanto que a aversão a soluções de salina 

hipertônica reduz (e por este motivo, a ingestão de soluções com elevado teor de sódio 

também aumenta), sugerindo uma alteração na percepção qualitativa ou hedônica, mas não na 

percepção quantitativa do sódio (ST JOHN, 2016). No entanto, nosso estudo foi realizado em 

animais em condições basais, ou seja, sódio-repletos. Assim, o apetite por sódio neste caso é 

inato, estando meramente relacionado às questões palatáveis do sódio.  

Vários estudos descreveram diferenças sexuais no que tange ao apetite por sódio: 

quando submetidas ao protocolo de livre escolha, fêmeas de várias espécies apresentam uma 

preferência por sódio superior quando comparadas aos machos (FRANKMAN et al., 1991; 

KENSICKI et al., 2002) podendo tais respostas serem consequências da modulação dos 

estrógenos ou da testosterona (KRECEK, 1973; CHOW et al., 1992; CURTIS et al., 2004). 

Porém, não há consenso na literatura sobre os efeitos modulatórios exercidos pelo estrógeno 

no apetite por sódio em fêmeas, havendo desde trabalhos que mostram sua ação estimulatória 

(WOLF, 1982; CHOW et al., 1992; KENSICKI et al., 2002) aos seus efeitos inibitórios 

(SCHEIDLER et al., 1994; MECAWI et al.,, 2007; 2008) no consumo de sal, que 

logicamente podem estar diretamente relacionados com as condições onde os dados foram 

coletados, ou seja, condição basal, desafios natriorexigênicos ou até mesmo o tempo e a dose 

de estradiol administrado (CURTIS, 2009). 

Assim, com a utilização do paradigma de livre escolha em condição basal, observamos 

em nosso protocolo que apesar da elevada preferência por salina hipotônica (~80%), não 

observamos diferenças neste parâmetro entre as ratas OVX tratadas com óleo ou estrógeno 

por 14 dias. A ausência de modulação estrogênica sobre a ingestão de solução salina 

hipotônica mostrada em nosso trabalho não está de acordo com o trabalho previamente 

descrito por KENSICKI et al., (2002), que descreveu uma correlação positiva entre as 

concentrações plasmáticas de estradiol e a ingestão de salina 0,5% em um protocolo de livre 

escolha. Por outro lado, CURTIS & CONTRERAS (2006) reportaram uma elevada 

preferência de ratas OVX por salina hipotônica quando comparado aos machos, mas sem 

modulação estrogênica, indicando que o estrógeno não altera o limiar o limiar de detecção de 

NaCl. 

 No presente trabalho, observamos ainda uma redução significativa na ingestão de 

salina hipertônica tanto no grupo EB-OVX quanto no OVX, assim como nos respectivos 

índices de preferência por sódio. No entanto, o tratamento com estrógeno não influenciou a 
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respectiva ingestão tão pouco a preferência por sódio. Quando o paradigma de livre escolha 

ocorre entre água e solução de salina hipertônica, CURTIS & CONTRERAS (2006) 

observaram uma redução na preferência por sódio em ratas OVX tratadas com estradiol em 

comparação com tratadas com óleo, que foi correlacionada com a redução na atividade do 

nervo Corda do Tímpano (nervo gustatório que inerva primariamente as papilas gustativas na 

porção anterior da língua, transmitindo as informações para áreas sensoriais específicas do 

cérebro), que ocorre de forma dependente ao aumento da concentração de solução salina. 

Embora não haja evidências de que as respostas do nervo Corda do Tímpano ao NaCl diferem 

entre ratos machos e fêmeas intactas, as respostas do nervo glossofaríngeo são menores em 

fêmeas intactas para NaCl, quando comparado aos machos. O apetite por sódio também é 

modulado pelos canais de sódio epitelial (ENaC, do inglês epithelial sodium channel) 

presente nas células gustativas, sendo mais uma das múltiplas vias de transdução para o 

reconhecimento de sais de sódio (KOPKA et al., 2000) e, esta via para detecção de sódio 

também parece ser modulada pelo estradiol. Tais achados sugerem que, além da modulação 

central diferenciada do input gustatório, a informação gustativa a partir da periferia é 

influenciada pelo estradiol, pelo menos no que tange ao sódio (MARTIN & SOLLARS, 

2017). No entanto, podemos não ter evidenciado modulação estrogênica por que os efeitos do 

estradiol podem ser aparentes quando os receptores tornam-se saturados, já que a resposta do 

nervo Corda do Tímpano à concentrações de NaCl inferiores à 0,6 M não são diferentes entre 

os grupos (CURTIS & CONTRERAS, 2006). 

No que tange às concentrações plasmáticas e urinárias de sódio em condição basal, nós 

observamos que o tratamento com estrógeno reduziu a natriurese sem alterar a natremia nos 

animais OVX (Tabela 1). Ratos Wistar machos recebendo administrações de 17-β-estradiol 

exibiram uma redução na excreção urinária de sódio quando comparado ao grupo tratado com 

óleo (THORNBOROUGH & PASSO, 1975). Neste contexto, vários estudos demonstraram 

alterações no metabolismo de sódio durante o ciclo menstrual/estral e gestação, assim como 

entre fêmeas e machos, além de demonstrarem uma redução na excreção de sódio induzida 

pelo estrógeno em mulheres e ratas (THORNBOROUGH & PASSO, 1975; STACHENFELD 

et al., 2003; STANHEWICZ & KENNEY, 2015). Por não termos observado modulação do 

estradiol nas concentrações plasmáticas dos hormônios sabidamente natriuréticos (ocitocina e 

peptídeo natriurético atrial) ou anti-natriuréticos (angiotensina II), podemos excluir o 

componente hormonal da redução da natriurese induzida pelo estradiol. 

Estudos in vitro de CHANG et al., (2007) com culturas das células tubulares do 

néfron, demonstraram uma modulação positiva exercida pelo estrógeno e/ou progesterona 

sobre a expressão de RNAm, conteúdo proteico e atividade do canal de sódio epitelial (ENaC, 

do inglês epithelial sodium channel, que consiste na primeira rota de reabsorção de sódio no 

néfron distal dos mamíferos), que foi abolida pela elevação das concentrações estrogênicas 

(de 25 para 50 nM) na solução de infusão. Além disso, GAMBLING et al., (2004) 

descreveram uma maior expressão da subunidade α do ENaC (ENaC- α) no rim de fêmeas 

intactas e OVX tratadas com estrógeno, quando comparado aos machos e ao grupo OVX, 

respectivamente. Em conjunto, tais resultados complementam o nosso já que o ENaC- α é um 

importante constituinte deste canal condutor de Na+ (CANESSA et al., 1994) e, assim, o 

aumento em sua expressão mediada pelo estrógeno pode estar relacionado com o aumento na 

reabsorção de sódio, reduzindo assim a natriurese.  

 Nos animais que foram submetidos à sobrecarga salina, apesar do progressivo 

aumento na ingestão de salina hipertônica no grupo OVX ao longo do protocolo experimental, 

não observamos modulação estrogênica. No entanto, o tratamento com estradiol atenuou o 

aumento na natremia dos animais com sobrecarga salina, tanto 3 quanto 15 dias após o início 

do protocolo de ingestão de salina hipertônica, com uma aparente ausência de modulações 

estrogênicas no aumento da natriurese induzida pela ingestão de salina hipertônica, como 
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único fluido. Considerando que: i) a natriurese no grupo EB-OVX em condição basal foi 

~27% menor quando comparado ao grupo OVX, como descrito anteriormente, ii) não 

observamos diferenças no volume de salina hipertônica ingerida pelos grupos OVX e EB-

OVX, e iii) a ausência de diferenças na natriurese entre os grupos OVX e EB-OVX após a 

sobrecarga salina, é plausível sugerirmos a maior amplitude na excreção de sódio no grupo 

EB-OVX como uma explicação para a manutenção da natremia nestes animais. 

 Estudos prévios demonstraram que o sódio pode se ligar a sítios polianiônicos de 

proteoglicanos e glicosaminoglicanos, de forma que a pele pode ser considerada um estoque 

de íons sódio osmoticamente inativo, quando ligado aos sítios aniônicos dos dissacarídeos 

formadores dos glicosaminoglicanos (RABELINK & ROTMANS, 2009). A mobilização do 

estoque de íon sódio osmoticamente inativo na pele foi demonstrada por SCHAFFLHUBER 

et al., (2007), onde a dieta pobre em sódio foi associada com a redução do conteúdo de 

glicosaminoglicanos (e, consequentemente, de sítios polianiônicos), reduzindo assim os sítios 

para ligação do íon sódio e, favorecendo a sua mobilização à partir da pele. Desta forma, os 

glicosaminoglicanos podem participar da homeostase dos fluidos corporais (RABELINK & 

ROTMANS, 2009). Neste contexto, estudos prévios demonstraram que o estradiol regula a 

expressão de glicosaminoglicanos no fluido intersticial da pele, através de ER α e ER β 

(MARKIEWICZ et al., 2002; RABELINK & ROTMANS, 2009), levando-nos a hipotetizar 

se o estradiol modularia a captação de sódio pela pele. Em verdade, dados não publicados de 

MENEZES et al., demonstraram que ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol 

apresentam um maior conteúdo de sódio na pele, tanto em condição basal quanto após 

protocolo de depleção de sódio. Nossos resultados corroboram os dados previamente 

alcançados por MENEZES et al., (não publicados) tendo em vista que os animais EB-OVX 

submetidos à sobrecarga salina apresentaram uma atenuação da hipernatremia causada no 

grupo OVX por este modelo, muito provavelmente, pela modulação positiva do estradiol 

sobre a expressão de glicosaminoglicanos, aumentando assim a capacidade “tamponante” da 

pele pelo sódio. Tal resposta é de elevado interesse do ponto de vista fisiológico quanto 

clínico, tendo em vista que mulheres após a menopausa são mais sensíveis às alterações 

cardiovasculares, renais e hepáticas mediadas pelo sódio, evidenciando a importância deste 

esteroide na capacidade “tamponante” que a pele exerceria sobre o sódio.   

No que tange aos parâmetros cardiovasculares mensurados, observamos que o 

estrógeno reduziu a pressão arterial sistólica no grupo EB-OVX em condição basal, não 

havendo influência da sobrecarga salina neste parâmetro. No entanto, apesar de o estrógeno 

induzir uma redução da frequência cardíaca tanto em condição basal quanto com acesso à 

salina hipertônica, o protocolo de sobrecarga salina atenuou de forma significativa a 

bradicardia mediada pelo estrógeno. 

 Estudos prévios demonstraram que o tratamento com estradiol induz bradicardia em 

ratas OVX (JANKOWSKI et al., 2001; EL-MAS & ABDEL-RAHMAN, 2009; MECAWI et 

al., 2011). Por sua vez, JANKOWSKI et al., (2001) sugeriu que a bradicardia mediada pelo 

estrógeno poderia estar correlacionada com as concentrações plasmáticas de ANP, já que o 

tratamento com estrógeno restaura as concentrações plasmáticas deste hormônio, assim como 

a expressão de seu RNAm e de seu conteúdo proteico no átrio, que poderia ser mediado pelo 

ER α. Entretanto, a ausência de diferenças nas concentrações plasmáticas de ANP entre os 

grupos OVX e EB-OVX no presente trabalho, apesar de estar de acordo com trabalhos 

previamente descritos (MECAWI et al., 2011; VILHENA-FRANCO et al., 2011) sugere que, 

pelo menos em parte, o ANP pode não estar implicado na resposta bradicárdica induzida pelo 

estrógeno que observamos neste estudo. Tal discrepância dos resultados, pode estar 

relacionada com as diferentes doses utilizadas nos estudos, já que JANKOWSKI e 

colaboradores (2001) utilizaram uma dose cerca de 2,5 vezes superior à que utilizamos no 

presente trabalho. 
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 Por outro lado, EL-MAS & ABDEL-RAHMAN (2009) observaram redução na 

pressão arterial mediada pelo tratamento com estrógeno por duas semanas. Neste contexto, 

vários trabalhos sugeriram um papel hipotensor do estrógeno em mulheres e ratos (TOSTES 

et al., 2003; DA COSTA et al., 2004; GUO et al., 2005; EL-MAS & ABDEL-RAHMAN, 

2009; SHIH, 2009) com uma modulação negativa adicional importante na atividade do 

sistema nervoso simpático (MEDENLSOHN & KARAS, 1999). EL-MAS & ABDEL-

RAHMAN (2009) também demonstraram uma redução no tônus vasomotor simpático 

mediado pelo estrógeno assim como um aumento na contratilidade miocárdica. Assim, 

podemos sugerir que tal redução na pressão arterial sistólica observada no presente trabalho 

possa ser mediada pela redução na atividade vascular simpática e, consequentemente, na 

resistência vascular periférica. Ainda, não observamos diferenças nas concentrações 

plasmáticas de angiotensina II e vasopressina (vasoconstritores) e ANP e ocitocina 

(vasodilatadores) entre os grupos OVX e EB-OVX em condições basais, como previamente 

descrito por MECAWI et al., (2011) e VILHENA-FRANCO et al., (2011), reforçando o 

possível papel do estradiol sobre o sistema nervoso simpático como causa da redução da 

pressão arterial sistólica e frequência cardíaca. Neste contexto, o NTS e o bulbo ventrolateral 

rostral, importantes áreas pontinas para o controle barorreflexo e das descargas simpáticas, 

estão implicados com o efeito inibitório que o estrógeno exerce no sistema nervoso simpático 

(SALEH et al., 2000). 

 Ainda a respeito da ausência de alterações cardiovasculares induzidas pela sobrecarga 

salina do presente estudo, nós sugerimos que possa ser consequência do protocolo utilizado. 

Estudos prévios demonstraram que a ingestão de salina hipertônica como único fluido 

disponível poderia aumentar (CRUZ et al., 2011) ou não (BEILIN et al., 1970; KATOVICH 

et al., 1984; SIMON, 2003; ADAMS et al., 2008) a pressão arterial e frequência cardíaca em 

ratos. Entretanto a grande discrepância entre esses estudos está relacionada à concentração de 

solução salina utilizada assim como o período de tratamento. Entretanto, o nosso objetivo no 

presente estudo foi avaliar o impacto do tratamento com estradiol em ratos submetidos à 

desafios osmóticos crônicos, em um protocolo previamente estabelecido (VENTURA et al., 

2002; 2005). E, como observado, verificamos que o estrógeno atenuou o aumento da natremia 

induzida pelo protocolo de sobrecarga salina, tanto 3 quanto 15 dias de ingestão de NaCl 0,3 

M como único fluido disponível. 

 No que tange às respostas hormonais à sobrecarga salina, verificamos que a elevada 

ingestão de sódio aumentou as concentrações plasmáticas de vasopressina e ocitocina, em 

ambos os períodos analisados. Estudos prévios demonstraram respostas vasopressinérgicas e 

ocitocinérgicas em resposta ao aumento na osmolalidade plasmática (BRIMBLE et al., 1978; 

WADE et al., 1983; VAN TOL et al., 1987; ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004; 

VENTURA et al., 2005). Entretanto, nós demonstramos que o estradiol não modula tais 

respostas induzidas pelo paradigma de sobrecarga salina. Apesar de por vezes controverso, 

existem vários estudos na literatura sobre as influências do estradiol na síntese e secreção de 

AVP e OT em resposta à vários estímulos (SKOWSKY et al., 1979; AMICO et al., 1981; 

BARRON et al., 1986; MECAWI et al., 2011; VILHENA-FRANCO et al., 2011). A respeito 

da hiperosmolalidade induzida pelo protocolo de sobrecarga salina, também há discrepâncias 

a respeito dos efeitos do estrógeno: apesar de trabalhos descreverem uma redução no 

conteúdo hipofisário de AVP e OT tanto em ratas gonadectomizadas quanto intactas, os 

animais OVX exibem uma redução na expressão de RNAm para OT e AVP hipotalâmico em 

resposta à dieta hipersódica quando comparados às ratas intactas, fato este que foi 

restabelecido pelo tratamento com estradiol (CROWLEY & AMICO, 1993). 

 Entretanto, no presente estudo, apesar de observarmos um aumento nas concentrações 

plasmáticas de AVP e OT nos grupos submetidos à sobrecarga salina quando comparado aos 

seus respectivos controles, tais respostas não foram moduladas pelo estradiol, apesar de este 
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esteroide ter inibido o aumento na natremia induzida pela ingestão de salina hipertônica. 

VILHENA-FRANCO et al., (2011) descreveram um importante incremento nas 

concentrações plasmáticas de AVP e OT mediadas pelo estradiol em resposta à expansão de 

volume extracelular (EVEC) quando comparado ao grupo OVX, sem diferenças na 

osmolalidade plasmática entre os grupos OVX e EB-OVX. A sobrecarga salina durante 5 dias 

induziu um estado hipernatrêmico similar em ratas intactas e OVX (CROWLEY & AMICO, 

1993). Portanto, nossos resultados levantam a questão: por que as concentrações plasmáticas 

de AVP e OT estão aumentadas no grupo EB-OVX sendo que o tratamento com estradiol foi 

capaz de inibir a hipernatremia induzida pela sobrecarga salina? 

 Apesar da manutenção hidroeletrolítica estar principalmente relacionada ao sistema 

nervoso central, osmorreceptores periféricos podem sinalizar alterações em áreas cerebrais 

envolvidas com o balanço osmótico (OSBORN et al., 2000). CARLSON et al., (1997) 

demonstraram que a infusão intragástrica de salina hipertônica aumenta a secreção de 

vasopressina, sem alterações na osmolalidade plasmática. Ainda, a infusão hipertônica 

induziu um aumento na imunorreatividade para Fos (ir-Fos) no PVN, SON, NTS, LPBN e 

AP. Por sua vez, lesões na AP inibem o aumento da ir-Fos nos neurônios do PVN e, estudos 

eletrofisiológicos demonstraram que a área postrema é responsável pela estimulação dos 

osmorreceptores hepato-portais (KAHRILAS & ROGERS, 1984; CARLSON et al., 1998). Já 

que ambos os receptores para estradiol são expressos na área postrema (LAFLAMME et al., 

1998; PAMIDIMUKKALA & HAY, 2003), podemos especular que este núcleo é um 

importante sítio para modular o aumento nas concentrações plasmáticas de AVP no grupo 

EB-OVX normonatrêmico, mesmo quando submetido à sobrecarga salina. 

 Estudos prévios demonstraram que a hipernatremia induzida por ingestão de solução 

salina 2 %, como único fluido disponível por 72 horas, induziu uma depleção no conteúdo 

proteico de ERβ em neurônios magnocelulares ir-Fos do PVN e SON de ratos machos, que 

poderia ser correlacionado com um possível aumento na secreção de AVP e OT já que a 

sinalização estrogênica mediada por ER β parece ser inibitória sobre a secreção 

vasopressinérgica e ocitocinérgica (SOMPONPUN & SLADEK, 2003). Entretanto, como não 

observamos diferenças nas concentrações plasmáticas de AVP e OT entre os grupos OVX e 

EB-OVX, podemos sugerir que a sinalização estrogênica mediada pelo ER β possa não 

participar da secreção desses hormônios neurohipofisários, apesar de PATISAUL et al., 

(1999) ter demonstrado uma redução na expressão de ER β no PVN após tratamento com 

estradiol. 

 No mesmo contexto, apesar das controvérsias a respeito das modulações, vários 

estudos demonstram a importância do sistema nitrérgico no balanço hidroeletrolítico, sendo 

relatado que a estimulação osmótica aumenta a expressão de RNAm para a enzima óxido 

nítrico (NO) sintase (NOS), assim como para vasopressina e ocitocina (DA SILVA et al., 

2014). Trabalhos anteriores de nosso grupo demonstraram que o óxido nítrico inibe a secreção 

de AVP, OT e ANP em condições basais (REIS et al., 2007; 2010). Adicionalmente, ratos 

machos com sobrecarga salina apresentaram um aumento na atividade da (NOS) nos núcleos 

PVN e SON e, pelo menos neste protocolo, o NO modulou a secreção de AVP e OT de forma 

distinta (VILLAR et al.,1994; KADEKARO et al., 1997; VENTURA et al., 2002, 2005). 

 NOS pode estar co-localizada com AVP e OT em neurônios do PVN e SON 

(SÁNCHEZ et al., 1994; VILLAR et al., 1994; YAMADA et al., 1996) e, na fase final da 

gestação, BRUNTON et al., (2008) observaram uma redução na atividade da NOS em 

neurônios do SON. Por outro lado, foi demonstrado previamente que, na fase final da 

gestação, a atividade da NOS estaria aumentada nos neurônios do PVN e SON e, apenas o 

tratamento com estrógeno não modulou a atividade da NOS em ambos os núcleos (POPESKI 

et al., 1999). Assim, de acordo com os poucos (e controversos) dados, não podemos descartar 

uma possível participação nitrérgica no aumento das concentrações de AVP e OT em ratos 
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EB-OVX normonatrêmicos mesmo após protocolo de sobrecarga salina. Desta forma, mais 

estudos são necessários para elucidar essa hipótese. 

 Apesar de não observarmos diferenças na secreção de AVP e OT mediada pelo 

estrógeno nos animais submetidos à sobrecarga salina, este esteroide reduziu as concentrações 

plasmáticas de ANP 15 dias após o início do desafio osmótico. O potente papel natriurético 

do ANP assim como a sua modulação sobre a secreção de OT já é bem estabelecido 

(ANTUNES-RODRIGUES et al., 1994). Adicionalmente, o estrógeno parece participar da 

secreção atrial do ANP em certas condições (BACK et al., 1989; DENG & KAUFMAN, 

1993). Por exemplo, apesar de o estradiol não modular a secreção de ANP induzida por 

hemorragia hipovolêmica (MECAWI et al., 2011), ratas EB-OVX submetidas ao protocolo de 

EVEC hipertônica apresentaram uma potencialização da secreção de ANP, como resposta ao 

aumento no volume sanguíneo e na osmolalidade (VILHENA-FRANCO et al., 2011). Em 

nosso protocolo experimental, como o grupo EB-OVX não apresentou alterações na natremia 

relacionada ao protocolo de sobrecarga salina, a ausência de alterações nas concentrações 

plasmáticas de ANP parece plausível. Entretanto, como a secreção de ANP reduziu na fase 

tardia do protocolo de sobrecarga salina (15 dias), provavelmente relacionado à redução do 

volume sanguíneo em resposta à este protocolo experimental (DE BOLD et al., 1981; 

ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004), as respostas natriuréticas observadas em ratas OVX 

podem estar principalmente relacionadas ao aumento nas concentrações plasmáticas de 

ocitocina. 
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6. CONCLUSÕES 
 

Com base em nossos dados, demonstramos que a preferência por sódio no paradigma 

de livre escolha utilizado, parece não ser modulada pelo estradiol apesar de ratas EB-OVX 

serem mais sensíveis à salina isotônica, reduzindo assim a sua preferência. Observamos 

também uma atenuação na hipernatremia induzida pela sobrecarga salina em ratas OVX 

submetidas ao tratamento com estradiol. Ainda, apesar de o estradiol não modular o aumento 

nas concentrações plasmáticas de vasopressina e ocitocina, verificamos que o esteroide atenua 

e inibe a redução nas concentrações plasmáticas de angiotensina II e peptídeo natriurético 

atrial. Essas evidências sustentam o conceito do estradiol como um importante fator contra os 

efeitos deletérios de uma dieta com elevado conteúdo de sódio. Estudos futuros são 

necessários para elucidar as vias centrais e periféricas através das quais o estradiol exerce esse 

papel. 
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CAPÍTULO II 

 

INFLUÊNCIA DA DIETA HIPOSSÓDICA NAS RESPOSTAS 

COMPORTAMENTAIS, NEUROENDÓCRINAS E 

CARDIOVASCULARES EM RATOS SUBMETIDOS AOS 

PROTOCOLOS FUROCAP E ISOPROTERENOL 
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RESUMO 
 

 

O objetivo do presente trabalho foi estudar a influência de dieta hipossódica por 4 dias 

consecutivos em ratos submetidos à dois paradigmas: depleção aguda de sódio [através do 

modelo de associação de administrações simultâneas de Furosemida e Captopril (FuroCap)] 

ou estimulação β-adrenérgica (através da administração de Isoproterenol). Para tanto, ratos 

Wistar machos com aproximadamente 75 dias de idade foram acondicionados em gaiolas 

metabólicas para adaptação por 3 dias consecutivos, com ração normossódica, água e solução 

de salina hipertônica ad libitum. Ao final do período de adaptação, os animais foram 

randomicamente divididos para receberem dieta hipossódica (NaCl < 0,1%) ou dieta 

normossódica (NaCl 0,1%) durante 4 dias consecutivos, com acesso ad libitum à água. Ao 

final deste período, os animais foram submetidos a: i) FuroCap [administração subcutânea de 

furosemida (10 mg/Kg) associada à administração de captopril (5 mg/Kg) ou NaCl 0,9 % 

como veículo (Controle; 0,1mL/100g de peso)] ou, ii) administração subcutânea de 

Isoproterenol (100 μg/kg) ou solução salina 0,9 % como veículo (Controle, 0,1mL/100g de 

peso)]. A dieta hipossódica per se aumentou a ingestão de água e salina hipertônica quando 

comparado ao grupo com acesso à dieta normossódica. Adicionalmente, o aumento na 

ingestão de fluidos induzido pela associação entre Furosemida e Captopril foi exacerbado pela 

dieta hipossódica, quando comparado ao grupo submetido ao FuroCap com dieta 

normossódica. Sobre os parâmetros cardiovasculares, observamos que a dieta hipossódica 

potencializou a diminuição na pressão arterial e o aumento na frequência cardíaca induzidos 

pela depleção aguda de sódio. Ainda, apesar de a dieta hipossódica e/ou o FuroCap não 

influenciarem o a secreção de vasopressina, a dieta hipossódica inibiu o aumento nas 

concentrações plasmáticas de ocitocina e atenuou o aumento nas concentrações plasmáticas 

de angiotensina II, enquanto que exacerbou a redução nas concentrações plasmáticas de 

peptídeo natriurético atrial, quando comparado ao respectivo grupo submetido ao FuroCap 

mas com dieta normossódica. No que tange à estimulação β-adrenérgica, o Isoproterenol 

aumentou a ingestão de água e, posteriormente, de salina quando comparado ao respectivo 

grupo controle. Por sua vez, a dieta hipossódica exacerbou o aumento na ingestão de água e 

de NaCl 0,3 M induzidos pelo Isoproterenol quando comparado ao respectivo grupo 

submetido à administração de Isoproterenol mas com acesso à dieta normossódica. Ao 

contrário do que ocorreu no protocolo de depleção aguda de sódio, apesar de o Isoproterenol 

induzir redução na pressão arterial e taquicardia reflexa, a dieta hipossódica não modulou tais 

respostas induzidas pela estimulação β-adrenérgica.  Ainda, apesar de a administração de 

Isoproterenol não influenciar significativamente as concentrações plasmáticas de 

vasopressina, a estimulação β-adrenérgica aumentou as concentrações de ocitocina, mas, tal 

resposta não foi modulada pela dieta hipossódica. Por outro lado, a dieta hipossódica por 4 

dias consecutivos atenuou o aumento nas concentrações plasmáticas de angiotensina II e 

peptídeo natriurético atrial induzidos pelo Isoproterenol, quando comparado ao respectivo 

grupo com dieta normossódica. Em conjunto, a dieta hipossódica potencializa os 

comportamentos ingestivos induzidos pela depleção aguda de sódio (FuroCap) e pela 

estimulação β-adrenérgica (Isoproterenol) mas atenua fatores neuroendócrinos influenciados 

por esses protocolos. 
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ABSTRACT 
 

 

The objective of the present study was to evaluate the influences of a hypossodic diet during 

four consecutive days in Wistar rats submitted to two paradigms: acute sodium depletion 

through a model of simultaneous administrations of Furosemide and Captopril (FuroCap) or 

β-adrenergic stimulation (through Isoproterenol administration). For this, rats with 

approximately 75 days old were conditioned in metabolic cages for adaptation during 3 

consecutive days, with normal feed, water and hypertonic saline solution ad libitum. At the 

end of the adaptation period, the animals were randomly divided to receive the low sodium 

diet (NaCl <0.1%) or normal sodium diet (0.1% NaCl) during 4 consecutive days, with access 

to free water. By the end of this period, the rats were submitted to i) subcutaneous Furosemide 

(10 mg / kg) associated with captopril (5 mg / kg) or 0.15 M NaCl as vehicle (Control, 0.1 ml 

/ 100 g body weight)], or ii) subcutaneous administration of Isoproterenol (100 μg / kg) or 

0.15 M saline solution as vehicle (Control, 0.1mL / 100 g weight)]. The low sodium diet, per 

se, increased water and hypertonic saline intake when compared to the normoesodic diet 

group. In addition, the increase in fluid intake induced by the association between Furosemide 

and Captopril was exacerbated by the hyposodic diet, when compared to the group submitted 

to FuroCap with a normosodic diet. Regarding the cardiovascular parameters, we observed 

that low sodium diet potentiated the reduction in mean arterial pressure as well as the increase 

in heart rate induced by acute sodium depletion. Also, although the hyposodic diet and / or 

FuroCap did not influence vasopressin secretion, low sodium diet inhibited the increase in 

oxytocin and attenuated the increase in angiotensin II plasma concentrations, besides have 

exacerbated the reduction in plasma concentrations of atrial natriuretic peptide, when 

compared to the respective group submitted to FuroCap with normosodic diet. About the β-

adrenergic estimulation, Isoproterenol increased water and, later, hypertonic saline intake 

when compared to the respective control group. On the other hand, the low sodium diet 

exacerbated the increase in water and 0.3 M NaCl intake induced by Isoproterenol when 

compared to the respective group submitted to the administration of Isoproterenol with 

normossodic diet. Although Isoproterenol has induced hypotension and reflex tachycardia, the 

low sodium diet did not modulate such responses induced by β-adrenergic stimulation. 

Furthermore, although an administration of Isoproterenol did not significantly influence 

vasopressin plasma concentrations, the β-adrenergic stimulation increased oxytocin plasma 

concentrations, with no modulation by low sodium diet. On the other hand, the hyposodic diet 

for 4 consecutive days attenuated the increase the angiotensin II and atrial natriuretic peptide 

induced by Isoproterenol, when compared to the respective group with normosodic diet. 

Together, a hyposodic diet potentiates ingestive behaviors induced by acute sodium depletion 

(FuroCap) and β-adrenergic stimulation (Isoproterenol) but attenuates neuroendocrine factors 

influenced by these protocols. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

A osmolalidade e o volume dos fluidos corporais são mantidos em uma estreita faixa 

de variação através de uma complexa rede de mecanismos que envolve o sistema 

neuroendócrino, autonômico, cardiovascular, comportamental e renal (FITZSIMONS, 2008). 

Para que esses sistemas mantenham a homeostase hidroeletrolítica, faz-se necessário o 

trabalho harmônico dos seguintes fatores: sensores de volume (mecanorreceptores de volume 

ou pressão) ou de osmolalidade [osmorreceptores ou sensores para íon sódio (Na+)] 

localizados em áreas estratégicas, tanto do sistema nervoso central quanto em órgãos 

periféricos; núcleos específicos no sistema nervoso central responsáveis pela captação, análise 

e integração das informações e a consequente indução de respostas adequadas; especificidade 

de neurotransmissores, neuromoduladores e neuropeptídios envolvidos no controle do balanço 

do Na+ (ANTUNES RODRIGUES et al., 2004; NODA & SAKUTA, 2013; ANTUNES-

RODRIGUES et al., 2014). Neste contexto, uma das características mais notáveis dos animais 

é a sua capacidade de aferir as alterações no meio interno e, então, gerar respostas 

comportamentais específicas para restaurar a homeostase que, no que tange à regulação 

hidroeletrolítica, são a sede e apetite por sódio (MCKINLEY & JOHNSON, 2004; LEIB et 

al., 2016; ALHADEFF & BETLEY, 2017).  

A sede consiste em uma percepção subjetiva que induz os animais a ingerir água 

sendo, desta forma, um dos mecanismos que mantêm a homeostase dos fluidos corporais. 

Assim, a sua manifestação fisiológica é caracterizada pela combinação de sensações que 

aumentam com a desidratação e diminuem com a reidratação. Sendo essencial para a 

sobrevivência, a percepção da necessidade de ingerir água pode surgir por diversas razões, 

mas principalmente como uma resposta regulatória à redução no conteúdo de fluidos 

corporais, à hipertonicidade do fluido extracelular ou ao aumento nas concentrações 

plasmáticas de hormônios dipsogênicos (MCKINLEY & KIM JOHNSON, 2004; 

FITZSIMONS, 1998). Apesar de a perda de água do organismo geralmente ocorrer tanto a 

partir do compartimento intracelular quanto do extracelular, tais perdas não ocorrem 

necessariamente de forma igual a partir de cada um dos compartimentos. A perda de água 

junto com sódio (o principal soluto do fluido extracelular) reduz o fluido extracelular de 

forma proporcionalmente maior quando comparado à perda somente de água, que pode 

ocorrer, por exemplo, com a perda de fluidos a partir do trato gastrointestinal (vômitos ou 

diarreia). Quando esta perda de fluido ocorre sob a forma isotônica, a depleção de fluidos se 

dará inteiramente a partir do líquido extracelular; por outro lado, se o fluido hipertônico for 

adicionado ao compartimento extracelular, uma depleção osmótica irá ocorrer do 

compartimento intra para o extracelular, de forma que este último será expandido 

(FITZSIMONS, 1998; LEIB et al., 2016). 

Uma gama de respostas compensatórias, com o objetivo de minimizar as alterações no 

volume e na composição dos fluidos corporais, ocorre a partir da depleção do compartimento 

intra ou extracelular, como por exemplo secreção de vasopressina, estimulação do sistema 

renina-angiotensina, ativação do sistema nervoso simpático, redução do soluto renal e da 

excreção de água (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2014). Entretanto, tais mecanismos não 

são capazes de restaurar os fluidos corporais para o estado original, já que as perdas devem 

ser repostas. Assim, a motivação para beber (representada pelo estado de sede) é um 

componente importante da sequência coordenada de respostas fisiológicas que mantêm 

volume e composição dos fluidos corporais (STANHEWICZ & KENNEY, 2015; LEIB et al., 

2016). 

Já o apetite por sódio, isto é, o comportamento para busca e ingestão de sal, é uma 

resposta específica estimulada pela deficiência de sódio. O apetite por sódio é muito bem 
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caracterizado em animais que fazem busca deste elemento após períodos de deficiência, 

procurando-o ativamente pelo ambiente com auxílio de órgãos sensoriais específicos para 

identificá-lo (KOPKA et al., 2000. STANHEWICZ & KENNEY, 2015; ALHADEFF & 

BETLEY, 2017). A água total do organismo depende da quantidade de sódio presente no 

espaço extracelular, assim como do volume adequado de água para que a isotonicidade seja 

alcançada. Desta forma, a ingestão de sódio é necessária para a hidratação adequada assim 

como para o equilíbrio dos fluidos.  

A ingestão de sódio em ratos pode ocorrer de forma espontânea, ou seja, quando não 

há necessidades fisiológicas para tal ingesta, geralmente relacionada com as ingestões diárias. 

Já quando o apetite por sódio é deflagrado quando há deficiência deste íon, a ingesta deste íon 

ocorre através de uma mudança hedônica, onde as concentrações aversivas ao paladar do 

animal (hipertônica) tornam-se aceitáveis (STANHEWICZ & KENNEY, 2015). 

  

1.1 Sistemas Neuroendócrinos que Influenciam a Sede e Apetite por Sódio 

É vastamente conhecida a influência do sistema renina-angiotensina (SRA) como um 

constituinte essencial dos mecanismos mediadores do equilíbrio hidroeletrolítico, 

principalmente no que diz respeito ao processamento das respostas relacionadas à sede e 

apetite ao sódio (JOHNSON & THUNHORST, 1997; FITSZIMONS, 1998; REIS, 2007; 

BEGG, 2017). Agindo sobre o sistema nervoso central (SNC) a angiotensina II (ANG II) 

possui uma potente ação dipsogênica e natriorexigênica (FITZSIMONS, 1998; ANTUNES-

RODRIGUES et al., 2004; MECAWI et al., 2007, 2008, 2010), além de estar envolvida no 

controle da excreção renal de sódio diretamente (controlando principalmente a hemodinâmica 

renal) e indiretamente (estimulando a secreção da aldosterona pela zona glomerulosa da 

glândula adrenal, que possui potente ação antinatriurética) (KASCHINA & UNGER, 2003, 

CANDELA & YUCHA, 2004).  

Os efeitos da ANG II são mediados pelos seus receptores do tipo 1 e 2 (AT1 e AT2, 

respectivamente) (PREMER et al., 2013). Particularmente, os receptores AT1 são 

responsáveis pelos principais efeitos da ANG II em adultos, tais como a secreção de 

aldosterona, a contração vascular, a sede e o apetite ao sódio (KASCHINA & UNGER, 2003). 

Neste contexto, a microinjeção de antagonista do receptor AT1 aboliu o efeito ingestivo da 

ANG II, o que não ocorre após a administração de antagonista dos receptores AT2 

(BERESFORD & FITZSIMONS, 1992). Entretanto, apesar de ANG II periférica não 

atravessar livremente a barreira hematoencefálica, a ANG II é capaz de induzir a sede e o 

apetite ao sódio devido à presença de receptores AT1 no órgão subfornicial (SFO) e órgão 

vasculoso da lâmina terminal (OVLT), que são desprovidos de barreira hematoencefálica 

(FRY & FERGUSON, 2007). Adicionalmente, além da ação cerebral da ANG II circulante 

induzindo respostas dipsogênicas e natriorexigênicas, todos os componentes do SRA são 

expressos no sistema nervoso central, sobretudo em importantes núcleos cerebrais 

relacionados ao comportamento apetitivo como SFO, OVLT, núcleo pré-óptico mediano 

(MnPO), núcleo paraventricular (PVN) e núcleo supraóptico (SON), dentre outros (PREMER 

et al., 2013). 

A manutenção do balanço de água e eletrólitos pelo organismo também é influenciada 

pelo eixo hipotálamo – neurohipofisário, que tem função importante no controle do volume e 

osmolalidade do líquido extracelular. Esse eixo é basicamente formado por neurônios 

magnocelulares, cujos corpos celulares localizam – se no PVN e SON hipotalâmicos, e seus 

axônios seguem formando tratos que terminam na formação da neurohipófise, de onde são 

secretados para a corrente sanguínea (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2013; MECAWI et 

al., 2015). Além da ação periférica dos hormônios vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) 

secretados pelos neurônios magnocelulares do PVN e SON, grupamentos de neurônios 

parvocelulares no PVN também sintetizam AVP e OT que são liberados no sistema nervoso 
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central (SNC) como neurotransmissores / neuromoduladores, exercendo importante papel em 

diversos sistemas neuroendócrinos, inclusive no balanço hidrossalino (SWANSON & 

SAWCHENKO, 1981; VERBALIS et al., 1995; ENGELMAN et al., 2004). 

A síntese e secreção de AVP são estimuladas principalmente pela ação da ANG II 

(KHANMORADI & NASIMI, 2016): sabe-se que neurônios magnocelulares do PVN e SON 

co – expressam AVP e AT1 e, a administração periférica e central de angiotensina II estimula 

a secreção de AVP (SAAVEDRA, 1992). Entretanto, um pequeno aumento na osmolalidade 

plasmática (da ordem de 2%) ou uma redução do volume circulante / pressão arterial (da 

ordem de 10 %) são capazes de estimular a atividade dos neurônios vasopressinérgicos 

(ANTUNES-RODRIGES et al., 2004; MECAWI et al., 2011; VILHENA-FRANCO et al., 

2011). Além da ação vasoconstrictora, mediada pelos receptores de vasopressina do tipo 1a 

(V1a) na musculatura lisa dos vasos sanguíneos (KOSHIMIZU et al., 2006), o AVP tem uma 

intensa ação antidiurética, atuando em seus receptores do tipo V2 localizados nos ductos 

coletores renais, estimulando a mobilização e inserção de vesículas de aquaporinas (tipo 2) na 

membrana luminal das células tubulares deste segmento, aumentando a reabsorção renal de 

água (YAMAMOTO et al., 1995). Adicionalmente, ainda não há evidências que comprovem 

o envolvimento da vasopressina na sede e apetite ao sódio (FITZSIMONS, 1998).  

Em relação à OT, além de sua síntese e secreção serem induzidas pela contração 

uterina e sucção mamilar, os mesmos fatores básicos que estimulam a secreção de AVP 

também induzem a síntese e secreção de OT, de forma que a OT plasmática possui uma 

importante função sobre o metabolismo de água e sódio corporal (ANTUNES-RODRIGUES 

et al., 2004). No que diz respeito à secreção de OT relacionada ao equilíbrio hidrossalino, 

sabe – se que tal hormônio apresenta um efeito natriurético direto e indireto, ao estimular a 

secreção do peptídeo natriurético atrial (ANP) a partir dos cardiomiócitos atriais 

(JANKOWSKI et al., 1998). Além disso, apesar de ainda controversos, a OT parece exercer 

uma ação inibitória sobre o apetite específico ao sódio, inclusive o induzido pela ANG II 

(STRICKER & VERBALIS, 1996; FITZSIMONS, 1998; FITTS et al., 2003). 

Já em relação ao peptídeo natriurético atrial, sabe – se que é sintetizado pelos 

cardiomiócitos atriais e secretado sob o estímulo do estiramento da parede do átrio direito, em 

decorrência do aumento do volume circulante e do retorno venoso (HEDNER et al., 1987; DE 

BOLD, 1982). O ANP exerce um potente efeito natriurético, agindo sobre o túbulo contorcido 

distal do néfron (DE BOLD et al., 1981), e pode influenciar o controle neuroendócrino do 

balanço hidrossalino, agindo via receptores localizados em órgãos circunventriculares 

(MCKINLEY et al., 1998). Como também é expresso em importantes áreas do SNC 

relacionadas ao controle do apetite ao sódio [como PVN (PALKOVITS et al., 1987), AV3V e 

NTS (SKOFITSCH et al., 1985)] o ANP cerebral parece inibir o comportamento ingestivo 

(ANTUNES-RODRIGUES et al., 1985a), atenuando ou inibindo a ingestão de fluidos 

induzida pela angiotensina II (ANTUNES-RODRIGUES et al., 1985b; EHRLICH & FITTS, 

1990), de forma que a inibição da ação cerebral deste peptídeo pode estar envolvida com a 

deflagração do apetite ao sódio. 

 

1.2 Modelos Experimentais para o Estudo da Sede e Apetite por Sódio 

A ingestão de água, assim como a sede, são continuamente estudadas através de vários 

protocolos experimentais, como privação de água, sede induzida por Isoproterenol, estímulos 

osmóticos induzidos pela injeção de salina hipertônica e depleção de fluido extracelular 

induzida pela administração de fluido coloidosmótico (LEHR et al., 1967; RETTIG et al., 

1981; SALISBURY & ROWLAND, 1990; FITZSIMONS, 1998; BADAUÊ-PASSOS et al., 

2001; DE-LUCA et al., 2000; MECAWI et al., 2008). Particularmente, a utilização de 

agonistas β-adrenérgicos (como o Isoproterenol) é um potente modelo para avaliação da sede, 

tendo em vista que tal estímulo se dá tanto pela ativação do sistema renina-angiotensina 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salisbury%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2385630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rowland%20NE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2385630
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diretamente (através dos adrenorreceptores β-adrenérgicos localizados no aparelho 

justaglomerular), quanto indiretamente, através da redução na resistência vascular periférica 

da musculatura esquelética e leitos vasculares renal e mesentérico (FITZSIMONS, 1998). 

Por outro lado, a ingestão de sal e o apetite por sódio podem ser induzidos através de 

protocolos de depleção de sódio, tais como após diálise peritoneal, depleção de sódio por 24 

horas (furosemida ou dieta hipossódica) e depleção aguda de sódio induzida pelo protocolo 

FuroCap (FITTS & MASSON, 1989; FITZSIMONS, 1998; BADAUÊ-PASSOS et al., 2001; 

FRANCHINI et al., 2002; BADAUÊ-PASSOS et al., 2003; MECAWI et al., 2008; 

FONSECA et al., 2009).  

O protocolo FuroCap, em particular, induz um aumento na ingestão de sal mediado 

pela maior geração de angiotensina II (ANG II) central associada com uma redução na razão 

entre angiotensina II e angiotensina I (ANG I) ANG II/ANG I periférica e consequente 

redução dos níveis circulantes de ANG II (FITTS & MASSON, 1989; FITZSIMONS, 1998). 

O captopril é um inibidor da atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) que 

consegue atravessar a barreira hematoencefálica dependendo da dose utilizada (SCHIFFRIN 

& GENEST, 1982). Desta forma, a utilização de captopril em doses baixas (5 mg/Kg) no 

protocolo FuroCAP, não é suficiente para que a ECA no sistema nervoso central seja inibida, 

atuando apenas na síntese periférica de ANG II e, consequentemente, aumentando as 

concentrações plasmáticas/disponibilidade de ANG I. Além disso, a associação de baixas 

doses de captopril com furosemida potencializa o aumento na conversão cerebral de ANG II, 

já que aumenta a atividade da renina plasmática e, consequentemente, a síntese de ANG I 

(THUNHORST et al., 1994).   

Desta forma, tanto a estimulação β-adrenérgica (através de Isoproterenol) quanto a 

depleção aguda de sódio (através do FuroCap) são protocolos interessantes para os estudos da 

sede e apetite ao sódio mediados pela ANG II cerebral, sem a necessidade de fazer uso de 

protocolos mais invasivos, como por exemplo a administração intracerebroventricular de 

ANG II, já que a administração periférica de ANG II não é tão eficiente na indução de sede e 

apetite ao sódio. 

 No presente trabalho, nós propomos novas abordagens para o estudo da ingestão de 

água e sal, introduzindo a dieta hipossódica aos protocolos de estimulação beta-adrenérgica e 

FuroCap, e avaliando de que forma esta nova abordagem pode ajudar a elucidar os 

mecanismos por trás destes comportamentos motivacionais, cardiovasculares e endócrinos.  
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2. OBJETIVOS 

 

 
 Levando em consideração os mais diversos protocolos utilizados para induzir sede e 

apetite por sódio, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar de que forma a dieta 

hipossódica por 4 dias consecutivos influenciaria os resultados em protocolos já 

estabelecidos, como a depleção aguda de sódio (FuroCap) e estimulação β-adrenérgica 

(através de Isoproterenol).  

 Especificamente, tivemos como objetivos: 

• Avaliar os perfis de ingestão de água e solução salina hipertônica em animais 

submetidos à administração de furosemida associada à captopril (FuroCap) ou à 

estimulação β-adrenérgica (Isoproterenol) com acesso à dieta normossódica ou 

hipossódica por 4 dias consecutivos 

• Verificar se a dieta hipossódica durante quatro dias consecutivos influencia as 

alterações na pressão arterial média e na frequência cardíaca induzida pela depleção 

aguda de sódio e pela estimulação β-adrenérgica. 

• Estudar as respostas dos hormônios vasopressina, ocitocina, angiotensina II e peptídeo 

natriurético atrial à administração de FuroCap ou Isoproterenol, e avaliar se a dieta 

hipossódica por 4 dias consecutivos influencia tais respostas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

3.1 Animais e Manutenção 

Ratos Wistar (machos), pesando 300 a 320 g (com aproximadamente 75 dias de 

idade), obtidos junto ao Biotério de Criação do Departamento de Ciências Fisiológicas 

(DCFis – ICBS – UFRRJ), foram mantidos em caixas coletivas (contendo cinco animais cada) 

no Biotério de Manutenção do DCFis (ICBS – UFRRJ), em condições de fotoperíodo de 

12/12 horas (luz acesa entre as 06:00 e as 18:00 horas), temperatura de 22 ± 2ºC, e com 

acesso ad libitum à água e à ração. Para minimizar o estresse inespecífico, os ratos foram 

manuseados diariamente durante a semana anterior aos experimentos.  Por sua vez, para 

minimizar possíveis interferências da variação circadiana da secreção hormonal, os 

experimentos foram realizados no período da manhã, entre as 07:00 – 11:00 horas.  

 A manipulação dos animais e os procedimentos experimentais foram submetidos e 

avaliados junto à Comissão de Ética na Pesquisa da UFRRJ (COMEP – UFRRJ) e realizados 

de acordo com o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” publicado por US 

National Institutes of Health (NIH, Publication No. 85-23, revisado em 1996) e com a 

legislação brasileira para experimentação animal (Lei nº 11794, de 8 de outubro de 2008). 

 

3.2 Cirurgia 

Para a cirurgia, os ratos foram submetidos à anestesia pela injeção intraperitoneal (ip) 

de ketamina (100 mg / kg, Agener®, Brasil) associada à xilazina (20 mg / kg, Dopaser®, 

Espanha). No período pós-cirúrgico, os animais permaneceram em um local aquecido até a 

recuperação da anestesia e receberam uma dose profilática de antibiótico veterinário (Fort 

Dodge, Brasil). Em seguida, os animais foram recolocados em suas caixas coletivas e 

reconduzidos ao Biotério de Manutenção do DCFis (ICBS – UFRRJ), onde permaneceram 

por um período de 3 a 7 dias, nas mesmas condições citadas anteriormente. 

 

3.2.1 Canulação da artéria femoral 

 Para a mensuração dos parâmetros cardiovasculares, os animais foram previamente 

submetidos à canulação da artéria femoral direita, sob protocolo anéstésico mencionado 

anteriormente. Uma cânula de polietileno (PE-10 conectada à uma PE-50; BD Intramedic) foi 

inserida na artéria femoral e então, exteriorizada na região cervical dorsal. Logo em seguida, a 

cânula foi lavada e preenchida com solução de salina isotônica heparinizada (100 IU/ml, 

Liquemine, Roche) a fim de prevenir possíveis obstruções. Os animais permaneceram em 

recuperação durante 24 horas, para então, os procedimentos experimentais serem realizados. 

 

3.3 Procedimentos 

 

3.3.1 Estudo em gaiola metabólica 

Cerca de sete dias antes dos experimentos, os animais foram acondicionados nas 

gaiolas metabólicas para adaptação, com ração e água ad libitum. A fim de avaliarmos as 

respostas dipsogênicas e natriorexigênicas durante os procedimentos experimentais, água e 

solução salina hipertônica (0.3 M) foram oferecidos aos animais, em bebedouros 

volumétricos, em um paradigma de livre escolha. A ingestão de fluidos está expressa como 

mL/100g de peso corporal/24 horas (MECAWI et al., 2007; 2008; 2010).  

 

3.3.3 Coleta de sangue 

O sangue foi coletado através de decapitação, em tubos em gelo contendo heparina 

(para dosagens de vasopressina e ocitocina) ou inibidores de peptidases [fluoreto de 
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fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM, benzoato de p-hidroximercúrio 1 mM, 10-fenantrolina 30 

mM, pepstatina A 1 mM e ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 7,5%, em um volume 

de 50 μl/mL de sangue] para as dosagens de ANP e ANG II. O plasma foi obtido após a 

centrifugação por 20 minutos, 3000 rotações/min a 4 ºC e estocado a -20 ºC, até o momento 

das análises. 

 

3.4 Métodos de Análises 

 

3.4.1 Extração de hormônios do plasma 

O AVP e OT foram extraídos do plasma com acetona e éter de petróleo: um mL de 

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

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

sobrenadante foi decantado para um tubo contendo 2 mL de éter de petróleo (Reagen, Brasil), 

sendo submetido à agitação e reservado durante 2 minutos; o sobrenadante (éter de petróleo) 

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

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

ressuspenso com 250 µL de tampão do ensaio.  

Os hormônios ANG II e ANP foram extraídos a partir de 1 mL de plasma acidificado 

com 2 mL de ácido trifluoroacético (TFA; Sigma-Aldrich, EUA) 0,1% em colunas Bond-Elut 

(Peninsula Laboratories, EUA). Para tanto, as colunas foram pré-ativadas com 4 mL de uma 

solução de acetonitrila a 60% (Merck, EUA) diluída em TFA 0,1% seguido de 20 mL de TFA 

0,1%. Em seguida, as amostras foram aplicadas individualmente nas colunas e lavadas com 

mais 20 mL de TFA 0,1%. Os peptídeos absorvidos foram então eluídos em 3 mL de uma 

solução a 60% de acetonitrila em TFA 0,1%, sendo coletados e liofilizados. No momento do 

ensaio, o liofilizado foi ressuspenso em 400 µL de tampão de ensaio. 

Todos os procedimentos de extração foram realizados sobre gelo. Para determinar a 

eficiência da extração dos hormônios pelos métodos utilizados, uma quantidade de (~ 25.000 

cpm) do peptídeo marcado (com 125I) foi adicionada a um mL de plasma, o qual foi submetido 

às extrações, como descrito acima. Os sobrenadantes e os precipitados, gerados em cada uma 

das etapas da extração, foram analisados no contador Gama e, a partir dos valores de suas 

radioatividades obtidas, foi calculada a proporção do hormônio recuperado no final do 

processo de extração. A extração foi considerada eficiente quando a porcentagem de 

recuperação do hormônio marcado foi acima de 90%. 

 

3.4.2 Dosagens hormonais 

Todas as dosagens hormonais foram realizadas através de radioimunoensaios 

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

(1995), GUTKOWSKA et al., (1984) e BOTELHO et al., (1994) para AVP, OT, ANP e ANG 

II, respectivamente. Os anticorpos específicos para ANG I e II, AVP e OT foram obtidos a 

partir da Peninsula Inc. (ANG II: T4007; AVP: T4561; e OT: T4084), e aquele para ANP foi 

gentilmente cedido por Jolanta Gutkowska (Universidade de Montreal, Canadá). Todos os 

ensaios/dosagens foram realizados em duplicata. 

Todos os ensaios/dosagens foram realizados em duplicata. A sensibilidade do ensaio e 

o coeficiente de variação intra- e inter-ensaio foram: 0,7 pg/mL, 4,8% e 10,0% para ANP; 0,5 

pg/mL, 14,9% e 27,1% para ANG II; 0,8 pg/mL, 7,7% e 11,9% para AVP; e 0,9 pg/mL, 7,0% 

e 12,6% para OT.  

 

3.4.3 Aferição da pressão arterial e frequência cardíaca 

A pressão arterial média (PAM, em mmHg) e a frequência cardíaca (FC, em 

batimentos por minuto, bpm) foram obtidos 24 horas após a canulação, com os animais 
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recuperados, acordados e livres para se movimentar. Para tanto, o cateter arterial foi 

conectado a um transdutor de pressão (MLT0380/D, AD Instruments, EUA) e deste a um 

sistema de aquisição de dados (BIOPAC System, EUA); logo após a conexão, os animais 

permaneceram por um período de adaptação de 30 minutos para, logo em seguida, 

realizarmos os registros da PAM e FC ao longo dos próximos 35 minutos.  

 

3.5 Protocolo Experimental 

 Ratos Wistar machos foram acondicionados em gaiolas metabólicas individuais 7 dias 

antes do experimento, com água, solução salina hipertônica (0,3 M) e ração (Rhoster, Brasil) 

ad libitum. Após 3 dias de adaptação, os animais foram subdivididos em dois grupos: i) um 

grupo de animais permaneceu com acesso ad libitum à água e ração normossódica (NaCl 1%) 

e, ii) o outro grupo teve acesso ad libitum à água e ração hipossódica (NaCl < 0,1%), ao longo 

de quatro dias consecutivos (Figura 5).  

 Ao final dos quatro dias com dieta hipo ou normossódica, ambos os grupos foram 

randomicamente distribuídos para serem submetidos àos seguintes protocolos experimentais:  

1. Protocolo FuroCap: administração subcutânea de furosemida (Hoechst Marion Russel, 

Brazil; 10 mg/Kg) associada à administração de captopril (5 mg/Kg) ou administração 

subcutânea de solução salina isotônica, 0,9 % (Controle; 0,1mL/100g de peso) 

2. Estimulação beta-adrenérgica: administração subcutânea de DL-Isoproterenol (ISO; 

Sigma, 100 μg/kg) ou administração subcutânea de solução salina 0,9% (Controle; 

0,1mL/100g de peso). 

 
Figura 5: Representação esquemática dos procedimentos experimentais. Ratos Wistar foram 

colocados em gaiolas metabólicas para adaptação por três dias. Ao final deste período (dia 

0), os animais foram randomicamente distribuídos para receberem ração normossódica 

(NaCl 1%) ou ração hipossódica (NaCl < 0,1%) ad libitum, além de bebedouros graduados 

com água, por quatro dias consecutivos. Ao final deste período (dia 4) os animais foram 

submetidos à administração de FuroCap (Furosemida 10 mg/Kg + Captopril 5 mg/Kg) ou 

salina ou, à estimulação β-adrenérgica com Isoproterenol (100 μg/kg) ou veículo, para serem 

submetidos às seguintes avaliações comportamental, cardiovascular e neuroendócrina 

 

Após as administrações, os animais foram submetidos às seguintes avaliações: 

• Avaliação comportamental: imediatamente após as injeções, os animais foram 

recolocados na gaiola metabólica, contendo dois bebedouros graduados (um com água 

e outro com solução de salina hipertônica (0,3 M). Os volumes ingeridos foram 

mensurados 30, 60, 120, 180, 240 e 300 minutos após as injeções.  

• Avaliação cardiovascular: para esta análise, os animais (submetidos à canulação da 

artéria femoral 24 horas antes da realização do experimento) foram conectados aos 

aparelhos para aferição dos dados cardiovasculares 30 minutos antes das injeções. Os 
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últimos 5 minutos de adaptação foram registrados (como registro basal). Logo em 

seguida (tempo 0) os animais foram submetidos às administrações (FuroCap ou ISO), 

e as mensurações foram realizadas após 1, 2, 5, 10 e 30 minutos.  

• Avaliação neuroendócrina: imediatamente após as injeções, os animais foram 

recolocados na gaiola metabólica, sem acesso à fluidos. Após 60 minutos, os animais 

foram eutanasiados por decapitação, e o sangue coletado para as análises posteriores 

através de radioimunoensaio. 

 

3.6 Análise Estatística 

Os dados foram analisados através de teste “t” de Student ou por Análise de Variância 

(ANOVA) duas ou três vias, seguido pelo pós-teste de Bonferroni para comparações 

múltiplas. Os dados estão expressos como media ± erro padrão da media (EPM); em todas as 

comparações, o nível de significância foi estabelecido em p < 0,05. A análise estatística foi 

realizada pelo software Statistica (versão 9.0, Statsoft, EUA). 
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4 RESULTADOS 
 

 

4.1 Avaliação das Respostas Comportamentais, Cardiovasculares e Neuroendócrinas em 

Ratos Submetidos ao Protocolo FuroCap Modificado 

 Na figura 6 observamos os comportamentos de ingestão de água (Figura 6A) e de 

solução de salina hipertônica (Figura 6B) em animais submetidos ao protocolo FuroCap 

padrão (com acesso à dieta normossódica) ou modificado (com acesso à dieta hipossódica). A 

dieta hipossódica per se, aumentou a ingestão de água quando comparado ao grupo com dieta 

normossódica, em todos os tempos estudados (30 min: 0,52 ± 0,06 vs. 0,19 ± 0,03; 60 min: 

0,73 ± 0,06 vs. 0,26 ± 0,01; 120 min: 0,99 ± 0,05 vs. 0,62 ± 0,01; 180 min: 1,29 ± 0,09 vs. 

0,69 ± 0,05; 240 min: 1,60 ± 0,06 vs. 0,98 ± 0,09; 300 mim: 1,66 ± 0,06 vs. 1,03 ± 0,06 

mL/100 g de peso corporal, p < 0,05, respectivamente). A depleção aguda de sódio (FuroCap) 

também aumentou a ingestão de água, a partir de 60 minutos após as administrações, quando 

comparado ao respectivo grupo administrado com salina isotônica (60 min: 0,82 ± 0,05 vs. 

0,26 ± 0,01; 120 min: 1,28 ± 0,08 vs. 0,62 ± 0,01; 180 min: 1,74 ± 0,05 vs. 0,69 ± 0,05; 240 

min: 1,89 ± 0,06 vs. 0,98 ± 0,09; 300 mim: 1,95 ± 0,08 vs. 1,03 ± 0,06 mL/100 g de peso 

corporal, p < 0,05, respectivamente). Adicionalmente, a dieta hipossódica por 4 dias 

potencializou o aumento na ingestão de água induzido pelo FuroCap, quando comparado ao 

grupo FuroCap + dieta normossódica, em todos os tempos estudados (30 mim: 0,85 ± 0,11 vs. 

0,41 ± 0,06; 60 min: 1,37 ± 0,13 vs. 0,82 ± 0,05; 120 min: 1,63 ± 0,09 vs. 1,28 ± 0,08; 180 

min: 2,20 ± 0,09 vs. 1,74 ± 0,05; 240 min: 2,68 ± 0,09 vs. 1,89 ± 0,06; 300 min: 2,78 ± 0,088 

vs. 1,95 ± 0,08 mL/100 g de peso corporal, p < 0,05, respectivamente). 

No que tange à ingestão de salina, observamos o mesmo perfil de resposta quando 

comparado à ingestão de água. A dieta hipossódica per se, aumentou a ingestão de salina 

hipertônica quando comparado ao grupo com dieta normossódica, em todos os tempos 

estudados (30 min: 0,55 ± 0,05 vs. 0,15 ± 0,03; 60 min: 0,64 ± 0,05 vs. 0,24 ± 0,02; 120 min: 

0,83 ± 0,06 vs. 0,29 ± 0,01; 180 min: 1,09 ± 0,06 vs. 0,54 ± 0,03; 240 min: 1,19 ± 0,05 vs. 

0,67 ± 0,05; 300 mim: 1,26 ± 0,01 vs. 0,77 ± 0,06 mL/100 g de peso corporal, p < 0,05, 

respectivamente). A depleção aguda de sódio (FuroCap) também aumentou a ingestão de 

solução salina 0,3 M, em todos os tempos estudados após as administrações, quando 

comparado ao respectivo grupo administrado com salina isotônica (30 min: 0,56 ± 0,03 vs. 

0,14 ± 0,03; 60 min: 0,59 ± 0,02 vs. 0,24 ± 0,02; 120 min: 0,92 ± 0,07 vs. 0,29 ± 0,01; 180 

min: 1,68 ± 0,06 vs. 0,54 ± 0,03; 240 min: 2,04 ± 0,09 vs. 0,67 ± 0,05; 300 mim: 2,15 ± 0,09 

vs. 0,77 ± 0,06 mL/100 g de peso corporal, p < 0,05, respectivamente). Por fim, a dieta 

hipossódica por 4 dias potencializou o aumento na ingestão de salina hipertônica induzido 

pelo FuroCap, quando comparado ao grupo FuroCap + dieta normossódica, a partir de 60 

minutos após as administrações (60 min: 1,21 ± 0,09 vs. 0,59 ± 0,02; 120 min: 2,05 ± 0,11 vs. 

0,92 ± 0,07; 180 min: 2,52 ± 0,05 vs. 1,69 ± 0,06; 240 min: 2,84 ± 0,14 vs. 2,04 ± 0,08 vs. 

0,67; 300 min: 2,84 ± 0,14 vs. 2,15 ± 0,09 mL/100 g de peso corporal, p < 0,05, 

respectivamente). 

Na Figura 7 observamos a influência da dieta hipossódica na pressão arterial média 

(Figura 7A) e na frequência cardíaca (Figura 7B) em condições basais. Animais submetidos à 

dieta hipossódica por quatro dias consecutivos apresentaram uma redução significativa na 

pressão arterial média (100,3 ± 1,87 vs. 106,5 ± 1,48 mmHg, p < 0,05) sem alterações na 

frequência cardíaca, quando comparado àqueles com dieta normossódica, respectivamente. 
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Figura 6: Influência da administração de FuroCap na ingestão de água (A) e NaCl 1,8 % (B) 

em animais previamente submetidos à dieta normossódica (DNs) ou hipossódica (DHs) por 4 

dias consecutivos. Imediatamente após as injeções de FuroCap ou veículo, os animais 

retornaram às suas gaiolas metabólicas onde foram oferecidos dois bebedouros 

volumétricos, um com água e outro com salina hipertônica. Os dados foram obtidos a partir 

de 30 minutos após as injeções. Os dados estão expressos como média ± EPM. * p < 0,05 vs. 

respectivo grupo com dieta normossódica; # p < 0,05 vs. respectivo grupo administrado com 

salina (veículo).  
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Figura 7: Influência da dieta hipossódica (DHs) por 4 dias consecutivos na pressão arterial 

média (PAM; A) e frequência cardíaca (FC; B) de ratos Wistar. Os dados estão expressos 

como média ± EPM. * p < 0,05 vs. respectivo grupo com dieta normossódica.  

 

 

 As variações (Δ) na pressão arterial média e na frequência cardíaca induzidas pela 

administração de FuroCap em animais com dieta normossódica ou hipossódica estão 

representadas na Figura 8. Observamos que a administração de FuroCap induziu hipotensão 

sustentada a partir de 2 minutos pós-administração, tanto no grupo com dieta normossódica 

(Δ 2 min: -15,0 ± 4,0; Δ 5 min: - 16,72 ± 4,47; Δ 10 min: - 17,74 ± 1,90; Δ 30 min: - 21,28 ± 

3,02 vs Δ 0: - 1,20 ± 1,93 mmHg, p < 0,05) quanto no grupo com dieta hipossódica (Δ 2 min: 

- 16,09 ± 3,56; Δ 5 min: - 23,46 ± 4,36; Δ 10 min: - 30,42 ± 3,60; Δ 30: - 33,67 ± 4,15 vs. Δ 0: 

- 0,30 ± 1,32 mmHg, p < 0,05) em comparação com Δ 0 minuto, imediatamente antes da 

administração (Figura 8A). Adicionalmente, a dieta hipossódica potencializou a hipotensão 

induzida pelo FuroCap aos 10 e 30 minutos após as administrações (Δ 10: - 30,42 ± 3,60 vs. – 

17,74 ± 1,90; Δ 30: - 33,67 ± 4,15 vs. – 21,28 ± 3,02, p < 0,05 quando comparado à dieta 

normossódica nos respectivos tempos). 

 Em relação à frequência cardíaca, observamos na Figura 8B que a administração de 

FuroCap induziu um aumento significativo na frequência cardíaca a partir do primeiro minuto 

pós injeção, tanto no grupo tratado com dieta normossódica (Δ 1 min: 87,00 ± 24,53; Δ 2 min: 

114,00 ± 23,00; Δ 5 min: 145,8 ± 29,46; Δ 10 min: 106,7 ± 11,46 vs. Δ 0 min: 0,00 ± 7,00 

bpm, p < 0,05) quanto com dieta hipossódica (Δ 1 min: 88,00 ± 23,00; Δ 2 min: 124,00 ± 

23,37; Δ 5 min: 151,40 ± 22,40; Δ 10 min: 161,00 ± 13,00; Δ 30 min: 156,40 ± 12,20 vs. 4,00 

± 7,27 bpm, p < 0,05) em comparação com Δ 0 minuto. Adicionalmente, a dieta hipossódica 

sustentou a resposta taquicárdica em resposta à administração de FuroCap quando comparado 

ao grupo tratado com dieta normossódica (Δ 30 min: 156,40 ± 12,20 vs. 78,75 ± 21,07 bpm, p 

< 0,05, respectivamente). 
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Figura 8: Influência da dieta hipossódica ou normossódica por 4 dias consecutivos na 

variação (Δ) da pressão arterial média (PAM; A) e frequência cardíaca (FC; B) induzida pelo 

FuroCap. Os animais foram conectados aos aparelhos de transdução e aquisição de dados 

para adaptação por 30 minutos. Nos últimos 5 minutos de adaptação (tempo – 5) os dados 

foram aferidos. A injeção de FuroCap foi realizada (tempo 0) e 1, 2, 5, 10e 30 minutos após a 

PAM e FC foram aferidas. Os dados estão expressos como média ± EPM. * p < 0,05 vs. 

grupo com dieta normossódica; # p < 0,05 vs. Δ no tempo 0 do mesmo grupo. 
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Ainda, avaliamos os perfis de secreção hormonal em animais submetidos ao protocolo 

FuroCap e FuroCap modificado (Figura 9). A dieta hipossódica não alterou as concentrações 

plasmáticas de vasopressina (Figura 9A), ocitocina (Figura 9B), angiotensina II (Figura 9C) e 

peptídeo natriurético atrial (Figura 9D). Apesar de a administração simultânea de Furosemida 

e Captopril não alterarem a secreção de vasopressina, o protocolo FuroCap aumentou as 

concentrações plasmáticas de ocitocina (3,05 ± 0,76 vs. 0,99 ± 0,12 pmol/mL, p < 0,05) e 

angiotensina II (212,40 ± 19,20 vs. 39,32 ± 10,77 pmol/mL, p < 0,05) e reduziu as 

concentrações plasmáticas de ANP (19,42 ± 1,96 vs. 34,56 ± 3,80 pmol/mL, p < 0,05) quando 

comparado à administração de salina isotônica, respectivamente. Ainda, o protocolo FuroCap 

modificado (FuroCap associado com dieta hipossódica por 4 dias) inibiu o aumento nas 

concentrações plasmáticas de ocitocina (0,91 ± 0,09 vs. 3,05 ± 0,76 pmpl/mL, p < 0,05), 

atenuou o aumento nas concentrações plasmáticas de angiotensina II (143,10 ± 13,57 vs. 

212,40 ± 19,20 pmol/mL, p < 0,05) e, potencializou a redução nas concentrações plasmáticas 

de ANP (13,07 ± 1,82 vs. 19,42 ± 1,96 pmol/mL, p < 0,05) 60 minutos após as injeções, 

quando comparado ao grupo submetido ao protocolo FuroCap padrão. 
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Figura 9: Influência da dieta hipossódica ou normossódica por 4 dias consecutivos nas 

concentrações hormonais de vasopressina (A), ocitocina (B), angiotensina II (C) e peptídeo 

natriurético atrial (D) em resposta à administração de FuroCap. 60 minutos após a 

administração de FuroCap ou veículo, os animais foram decapitados para a coleta de sangue 

necessária para as dosagens hormonais através de radioimunoensaio. Os dados estão 

expressos como média ± EPM. * p < 0,05 vs. respectivo grupo controle; # p < 0,05 vs. 

respectivo grupo com dieta normossódica. 
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4.2 Influência da Dieta Hipossódica sobre as Respostas Comportamentais, 

Cardiovasculares e Neuroendócrinas em Ratos Submetidos à Administração de 

Isoproterenol. 

 A influência da dieta hipossódica na ingestão de água e salina hipertônica induzida 

pelo Isoproterenol é demonstrada na figura 10. Da mesma forma como no protocolo anterior, 

a dieta hipossódica aumentou a ingestão de água (Figura 10A) quando comparado ao grupo 

com dieta normossódica, em todos os tempos estudados (30 min: 0,88 ± 0,09 vs. 0,20 ± 0,03; 

60 min: 1,14 ± 0,07 vs. 0,26 ± 0,01; 120 min: 1,39 ± 0,07 vs. 0,49 ± 0,06; 180 min: 1,66 ± 

0,07 vs. 0,83 ± 0,06; 240 min: 1,86 ± 0,08 vs. 0,98 ± 0,05; 300 mim: 2.02 ± 0,07 vs. 1,04 ± 

0,06 mL/100 g de peso corporal, p < 0,05, respectivamente). Por sua vez, a estimulação β-

adrenérgica com o Isoproterenol aumentou a ingestão de água, a partir de 60 minutos após as 

administrações, quando comparado ao respectivo grupo administrado com salina isotônica (60 

min: 0,64 ± 0,06 vs. 0,26 ± 0,01; 120 min: 1,99 ± 0,06 vs. 0,49 ± 0,06; 180 min: 2,31 ± 0,13 

vs. 0,83 ± 0,06; 240 min: 2,41 ± 0,06 vs. 0,98 ± 0,05; 300 mim: 2,46 ± 0,08 vs. 1,04 ± 0,06  

mL/100 g de peso corporal, p < 0,05, respectivamente). Adicionalmente, a dieta hipossódica 

por 4 dias potencializou o aumento na ingestão de água induzido pelo Isoproterenol, quando 

comparado ao grupo Isoproterenol + dieta normossódica, em todos os tempos estudados (30 

mim: 1,47 ± 0,10 vs. 0,27 ± 0,02; 60 min: 2,15 ± 0,09 vs. 0,64 ± 0,05; 120 min: 2,46 ± 0,07 

vs. 1,99 ± 0,06; 180 min: 3,58 ± 0,20 vs. 2,30 ± 0,13; 240 min: 3,89 ± 0,10 vs. 2,41 ± 0,06; 

300 min: 3,89 ± 0,10 vs. 2,46 ± 0,08 mL/100 g de peso corporal, p < 0,05, respectivamente). 

Em relação à ingestão de NaCl 0,3 M, observamos que a dieta hipossódica durante 4 dias 

aumentou a ingestão de salina hipertônica quando comparado ao grupo com dieta 

normossódica, em todos os tempos estudados (30 min: 0,55 ± 0,09 vs. 0,07 ± 0,03; 60 min: 

0,74 ± 0,07 vs. 0,21 ± 0,03; 120 min: 0,84 ± 0,07 vs. 0,34 ± 0,03; 180 min: 1,05 ± 0,07 vs. 

0,62 ± 0,01; 240 min: 1,16 ± 0,07 vs. 0,67 ± 0,05; 300 mim: 1,21 ± 0,06 vs. 0,67 ± 0,05 

mL/100 g de peso corporal, p < 0,05, respectivamente). A estimulação β-adrenérgica também 

aumentou a ingestão de solução salina 0,3 M, em todos os tempos estudados após as 

administrações, quando comparado ao respectivo grupo administrado com salina isotônica (30 

min: 0,38 ± 0,03 vs. 0,07 ± 0,03; 60 min: 0,59 ± 0,02 vs. 0,21 ± 0,03; 120 min: 0,66 ± 0,04 vs. 

0,34 ± 0,03; 180 min: 1,08 ± 0,07 vs. 0,62 ± 0,01; 240 min: 1,38 ± 0,07 vs. 0,67 ± 0,05; 300 

mim: 1,43 ± 0,06 vs. 0,67 ± 0,05 mL/100 g de peso corporal, p < 0,05, respectivamente). Por 

fim, a dieta hipossódica por 4 dias potencializou o aumento na ingestão de salina hipertônica 

induzido pelo Isoproterenol, quando comparado ao grupo Isoproterenol + dieta normossódica, 

porém, apenas a partir de 120 minutos após as administrações (120 min: 1,69 ± 0,11 vs. 0,66 

± 0,04; 180 min: 1,95 ± 0,10 vs. 1,08 ± 0,07; 240 min: 2,16 ± 0,11 vs. 1,38 ± 0,07; 300 min: 

2,16 ± 0,11 vs. 1,43 ± 0,06 mL/100 g de peso corporal, p < 0,05,  

As variações (Δ) na pressão arterial média e na frequência cardíaca induzidas pela 

administração de Isoproterenol em animais com dieta normossódica ou hipossódica estão 

representadas na Figura 11. Observamos que a administração de Isoproterenol induziu 

hipotensão sustentada 1 minuto pós-administração (Figura 11A), tanto no grupo com dieta 

normossódica (Δ 1 min: - 20,23 ± 4,45; Δ 2 min: - 30,40 ± 4,50; Δ 5 min: - 25,13 ± 2,85; Δ 10 

min: - 23,46 ± 2,38; Δ 30 min: - 21,30 ± 2,50 vs Δ 0: - 0,50 ± 0,94 mmHg, p < 0,05) quanto 

no grupo com dieta hipossódica (Δ 1 min: - 32,10 ± 2,10;  Δ 2 min: - 31,58 ± 2,54; Δ 5 min: - 

25,18 ± 2,31; Δ 10 min: - 20,10 ± 1,04; Δ 30: - 18,50 ± 2,36 vs. Δ 0: - 1,84 ± 1,19 mmHg, p < 

0,05) em comparação com Δ 0 minuto, mensurado imediatamente antes da injeção. 

Adicionalmente, verificamos que a dieta hipossódica não influenciou a resposta hipotensora 

induzida pelo agonista β-adrenérgico. 
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Figura 10: Influência da administração de Isoproterenol na ingestão de água (A) e NaCl 1,8 

% (B) em animais previamente submetidos à dieta normossódica (DNs) ou hipossódica (DHs) 

por 4 dias consecutivos. Imediatamente após as injeções de Isoproterenol ou veículo, os 

animais retornaram às suas gaiolas metabólicas onde foram oferecidos dois bebedouros 

volumétricos, um com água e outro com salina hipertônica. Os dados foram obtidos a partir 

de 30 minutos após as injeções. Os dados estão expressos como média ± EPM. * p < 0,05 vs. 

respectivo grupo com dieta normossódica; # p < 0,05 vs. respectivo grupo administrado com 

salina (veículo). 
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Em relação à frequência cardíaca, observamos na Figura 11 B que o Isoproterenol 

induziu um aumento significativo na frequência cardíaca a partir do primeiro minuto pós 

injeção, tanto no grupo tratado com dieta normossódica (Δ 1 min: 204,3 ± 3,79; Δ 2 min: 

174,00 ± 7,00; Δ 5 min: 157,90 ± 10,92; Δ 10 min: 153,70 ± 14,50; Δ 30 min: 125,00 ± 6,00 

vs. Δ 0 min: - 0,05 ± 9,62 bpm, p < 0,05) quanto com dieta hipossódica (Δ 1 min: 202,00 ± 

8,00; Δ 2 min: 195,10 ± 9,89; Δ 5 min: 189,30 ± 8,36; Δ 10 min: 171,00 ± 10,00; Δ 30 min: 

146,80 ± 8,59 bpm, p < 0,05) em comparação com Δ 0 minuto, mensurado imediatamente 

antes da injeção. A dieta hipossódica também não modulou a taquicardia reflexa induzida pela 

administração de Isoproterenol. 

Por fim, avaliamos os perfis de secreção hormonal em animais submetidos à 

administração de Isoproterenol associado ou não à dieta hipossódica (Figura 12). A dieta 

hipossódica não alterou as concentrações plasmáticas de vasopressina (Figura 12A), ocitocina 

(Figura 12B), angiotensina II (Figura 12C) e peptídeo natriurético atrial (Figura 12D). Apesar 

de a administração de Isoproterenol não alterar a secreção de vasopressina, o protocolo o 

agonista β-adrenérgico aumentou as concentrações plasmáticas de ocitocina (9,14 ± 2,59 vs.   

0,99 ± 0,12 pmol/mL, p < 0,05), angiotensina II (3251,2 ± 321,00 vs. 39,32 ± 10,77 pmol/mL, 

p < 0,05) e ANP (87,21 ± 8,56 vs. 34,56 ± 3,80 pmol/mL, p < 0,05) quando comparado à 

administração de salina isotônica, respectivamente. Ainda, apesar de a associação entre dieta 

hipossódica por quatro dias e administração aguda de Isoproterenol ter aumentado as 

concentrações plasmáticas de vasopressina quando comparado ao respectivo grupo controle 

(9,36 ± 1,47 vs. 4,09 ± 0,27 pmol/mL, p < 0,05) e não modulado as concentrações plasmáticas 

de ocitocina, a dieta hipossódica atenuou o aumento nas concentrações plasmáticas de 

angiotensina II (2017,00 ± 198,00 vs. 3251,2 ± 321,00 pmol/mL, p < 0,05) e inibiu o aumento 

nas concentrações plasmáticas de peptídeo natriurético atrial (38,09 ± 5,80 vs. 87,21 ± 8,56 

pmol/mL, p < 0,05). 
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Figura 11: Influência da dieta hipossódica ou normossódica por 4 dias consecutivos na 

variação (Δ) da pressão arterial média (PAM; A) e frequência cardíaca (FC; B) induzida pelo 

Isoproterenol. Os animais foram conectados aos aparelhos de transdução e aquisição de 

dados para adaptação por 30 minutos. Nos últimos 5 minutos de adaptação (tempo – 5) os 

dados foram aferidos. A injeção de Isoproterenol foi realizada (tempo 0) e 1, 2, 5, 10e 30 

minutos após a PAM e FC foram aferidas. Os dados estão expressos como média ± EPM. * p 

< 0,05 vs. grupo com dieta normossódica; # p < 0,05 vs. Δ no tempo 0 do mesmo grupo. 
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Figura 12: Influência da dieta hipossódica ou normossódica por 4 dias consecutivos nas 

concentrações hormonais de vasopressina (A), ocitocina (B), angiotensina II (C) e peptídeo 

natriurético atrial (D) em resposta à administração de Isoproterenol. 60 minutos após a 

administração de Isoproterenol ou veículo, os animais foram decapitados para a coleta de 

sangue necessária para as dosagens hormonais através de radioimunoensaio. Os dados estão 

expressos como média ± EPM. * p < 0,05 vs. respectivo grupo controle; # p < 0,05 vs. 

respectivo grupo com dieta normossódica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

66 
 

5 DISCUSSÃO 
 

 

O sódio, principal componente iônico do líquido extracelular, é um fator crucial para a 

manutenção da tonicidade e volume do fluido extracelular (ANTUNES-RODRIGUES et al., 

2004). A sede e o apetite ao sódio consistem em respostas comportamentais relacionadas com 

a regulação do volume do fluido extracelular, da osmolalidade plasmática e da pressão arterial 

(FITZSIMONS, 1998; REIS, 2007). No presente estudo utilizamos um modelo de acesso à 

dieta hipossódica por quatro dias consecutivos (descrito previamente por MECAWI et al., 

2013) para avaliar a influência no comportamento ingestivo, parâmetros cardiovasculares e 

neuroendócrinos de animais submetidos à protocolos agudos de indução de sede (estimulação 

β-adrenérgica) ou do apetite ao sódio (depleção aguda de sódio). 

 A privação de sódio na dieta consiste em um modelo que induz respostas hormonais 

para a conservação de sódio e respostas comportamentais, para a aquisição deste íon. A 

restrição de sódio na dieta consiste em um modelo não invasivo que poderia reproduzir as 

condições fisiológicas que estimulam o apetite ao sódio na natureza (PRAKASH & 

NORGREN, 1991). Estudos prévios demonstraram que dieta hipossódica por 8 ou 14 dias é 

eficiente na indução de apetite por sódio (STRICKER et al., 1991; LU et al., 2009). 

Recentemente, MECAWI et al., (2013) demonstraram que mesmo em um curto espaço de 

tempo (quatro dias consecutivos) a dieta hipossódica é capaz de deflagrar o apetite por sódio 

e, tão importante quanto, não representa um modelo de estresse que poderia alterar respostas 

comportamentais e fisiológicas, tendo em vista que este protocolo de dieta hipossódica não 

alterou a expressão de RNAm para o hormônio estimulador de corticotrofina (CRH) no PVN 

tampouco alterou as concentrações plasmáticas de corticosterona, quando comparado ao 

grupo submetido à dieta normossódica. Por esse motivo, escolhemos o modelo de dieta pobre 

em sódio por quatro dias consecutivos para avaliar de que forma a dieta hipossódica 

influencia as respostas aos protocolos dipsogênico (estimulação β-adrenérgica) ou 

natriorexigênico (FuroCap) em ratos Wistar. 

No presente trabalho, observamos que o acesso à dieta hipossódica induziu aumento 

na ingestão de salina hipertônica e de água quando comparado ao grupo com acesso à dieta 

normossódica, como previamente descrito por MECAWI et al., (2013). CURTIS et al., (2001) 

demonstraram que a dieta hipossódica por 2, 5 e 10 dias consecutivos aumenta a ingestão de 

NaCl, que foi acompanhado por alterações gustativas ao NaCl. Posteriormente, o mesmo 

grupo demonstrou que dois dias de dieta hipossódica são necessários para alterar padrões de 

ingestão de soluções de NaCl concentradas e reduzir as respostas gustatórias ao NaCl, já que 

as respostas do nervo Corda Tímpano são atenuadas à todas as concentrações de NaCl 

estudadas (GARCIA et al., 2008). 

Os animais submetidos à dieta hipossódica não apresentaram alteração na natremia 

quando comparado aos animais com acesso à dieta hipossódica, que foi correlacionado pelos 

autores com a redução no volume urinário bem como na natriurese (MECAWI et al., 2013). A 

manutenção da natremia em animais com acesso à dieta hipossódica pode também ser 

explicada pela capacidade de íons sódio se ligar à sítios polianiônicos dos 

glicosaminoglicanos, de forma que a pele pode ser considerada um estoque de íons sódio 

osmoticamente inativo, quando ligado aos sítios aniônicos dos dissacarídeos formadores dos 

glicosaminoglicanos (RABELINK & ROTMANS, 2009). Neste contexto, a mobilização do 

estoque de íon sódio osmoticamente inativo na pele foi demonstrada por SCHAFFLHUBER 

et al., (2007), onde a dieta pobre em sódio foi associada com a redução do conteúdo de 

glicosaminoglicanos (e, consequentemente, de sítios polianiônicos), reduzindo assim os sítios 

para ligação do íon sódio e, favorecendo a sua mobilização a partir da pele, mantendo assim o 
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animal em condição normonatrêmica, como observado no modelo utilizado no presente 

trabalho. 

 Ao final dos 4 dias de dieta hipossódica, os animais foram submetidos ao protocolo de 

estimulação β-adrenérgica (através da administração subcutânea de Isoproterenol) ou à 

depleção aguda de sódio (através da administração simultânea de furosemida e baixas doses 

de captopril). Em ambos os protocolos, observamos as respostas esperadas de aumento na 

ingestão de água e salina hipertônica quando comparado aos respectivos grupos controle. No 

entanto, as respostas comportamentais tanto ao Isoproterenol quanto ao FuroCap são 

exacerbadas em animais submetidos à dieta hipossódica por 4 dias consecutivos: a dieta 

hipossódica potencializou a resposta ao FuroCap à partir de 30 (sede) e 60 (apetite por sódio) 

minutos após as administrações, enquanto que a dieta hipossódica potencializou a resposta 

dipsogênica e natriorexigênica induzida pelo Isoproterenol, 30 e 120 minutos após as 

administrações (respectivamente), quando comparados aos respectivos grupos controle (com 

acesso à salina normossódica). E ainda, a dieta hipossódica reduz a latência para as respostas 

dipsogênicas enquanto aumenta para as respostas natriorexigênicas induzidas por ambos os 

protocolos, quando comparado aos respectivos controles (com acesso à dieta normossódica). 

 Trabalhos prévios demonstraram que animais normovolêmicos submetidos à 

administrações intracerebroventriculares diárias de ANG II, apresentam uma potencialização 

nas respostas dipsogênicas com o passar dos dias e de forma dose-dependente, sugerindo que 

o aumento crônico na disponibilidade de ANG II no sistema nervoso central reforçaria a 

habilidade deste peptídeo em induzir sede (BRYANT et al., 1990). Além disso, a 

administração intracerebroventricular de aldosterona exacerba o apetite por sódio deflagrado 

pela ANG II em condições basais (FLUHART & EPSTEIN, 1983). Apesar de a ANG II 

induzir apetite ao sódio mesmo em animais adrenalectomizados (SCHOORLEMMER et al., 

2001), a aldosterona periférica parece atuar sinergicamente à ANG II, exacerbando as 

respostas natriorexigênicas (SAKAI et al., 1987; EPSTEIN, 1991; GALAVERNA et al., 

1995). Mais que isso, repetidas condições de depleção de sódio parecem produzir alterações 

cerebrais duradouras (através de infra/supra-regulação de receptores) a fim de preparar o 

animal para responder de forma mais rápida e/ou mais rigorosa a um novo episódio de 

deficiência de sódio (SAKAI, 1987). Desta forma, os hormônios relacionados à conservação 

de sódio corporal (ANG II e aldosterona) atuariam também para a defesa comportamental 

contra a deficiência de sódio.  

 Ainda neste contexto, resultados previamente demonstrados sugerem que baixos níveis 

de sódio no SFO reduz a aversão por sal através de um mecanismo independente da ativação 

angiotensinérgica (NODA et al., 2007). No entanto, vale ressaltar que nessa aparente 

sensibilidade do sistema à novas condições dipsogênicas e/ou natriorexigênicas parece ter 

importante papel dos receptores AT1 para ANG II: PEREIRA et al., (2010) demonstraram 

que repetidos protocolos de depleção aguda de sódio realizados em um mesmo grupo de 

animais, induziu exacerbação tanto da ingestão basal quanto evocada de NaCl 0,3 M, e que 

tais respostas foram inibidas pela administração de losartan, um potente antagonista de 

receptores AT1. De fato, em um protocolo semelhante ao que utilizamos no presente trabalho, 

MECAWI et al., (2013) observaram que, apesar de o conteúdo de angiotensina I e II no 

hipotálamo, tronco e mesencéfalo não ser alterado, a dieta hipossódica aumentou a expressão 

de RNAm para receptores AT1 tanto no SFO quando no núcleo dorsal da rafe (DRN).  Já é 

bem estabelecido que o SFO, como um órgão circunventricular, possui papel fundamental na 

estimulação da sede e apetite por sódio mediado tanto pela ANG II (via receptores AT1) 

quanto por alterações na osmolalidade e conteúdo de sódio (FRY & FERGUSON, 2007). 

Desta forma, o aumento na expressão de RNAm para os receptores AT1 no SFO pode estar 

envolvido com a potencialização da ação da ANG II para novos desafios dispsogênicos e 

natriorexigênicos após 4 dias de dieta hipossódica. Por outro lado, o NDR consiste no 
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principal núcleo serotoninérgico do tronco encefálico e que recebe aferências 

angiotensinérgicas do SFO, dentre outros núcleos cerebrais. Ainda, sabe-se que o NDR está 

envolvido com a saciedade ao sódio já que a sua ativação induz a inibição ao apetite por sódio 

(REIS, 2007). Desta forma, podemos sugerir que os animais com acesso à restrição ao sódio 

por quatro dias consecutivos (como no presente modelo experimental) apresentam uma maior 

sensibilidade à ANG II devido à uma possível supra-regulação de seus receptores no SFO, e 

assim, potencializando as respostas dipsogênicas e natriorexigênicas induzidas por estímulos 

de sede (Isoproterenol) ou de apetite ao sódio (FuroCap) ao final do período de acesso à dieta 

pobre em sal. 

 Em relação aos parâmetros cardiovasculares, observamos que a dieta hipossódica per 

se induziu uma leve, porém significativa hipotensão sem alterar a frequência cardíaca. Devido 

ao fato de mesmo com a oferta de dieta pobre em sódio por quatro dias consecutivos termos 

observado uma redução na pressão arterial média, ela manteve-se dentro dos valores 

fisiológicos. Nesse modelo de acesso à dieta pobre em sódio por 4 dias consecutivos, foi 

observado que a dieta hipossódica aumenta significativamente o hematócrito e as proteínas 

plasmáticas totais denotando uma possível redução no volume circulante (MECAWI et al., 

2013), o que pode devidamente estar correlacionado com a pequena hipotensão observada. 

O protocolo de depleção aguda de sódio ou estimulação β-adrenérgica em animais 

submetidos à dieta normossódica induziu uma hipotensão severa acompanhada de taquicardia 

reflexa, já bem estabelecidos nestes protocolos (FITZSIMONS, 1998). Ambos os protocolos 

são hipotensores, seja pela redução na resistência vascular periférica (induzida pelo 

Isoproterenol), seja pela redução de Angiotensina II periférica associada à hipovolemia (pelo 

protocolo Furocap) (FITZSIMONS, 1998). Por este motivo, não devemos excluir a hipótese 

levantada por THORNTON (1995) que considera um componente de natureza barossensitiva 

e independente das concentrações plasmáticas de ANG II como sendo participante do drive 

dipsogênico e natriorexigênico em resposta à hipotensão/hipovolemia. MECAWI et al. (2013) 

não observou diferenças na expressão de RNAm para receptores AT1 no PVN e NTS, núcleos 

diretamente relacionados com o tônus simpatovagal para o sistema cardiovascular e aparato 

renal. Por outro lado, a dieta hipossódica potencializou a hipotensão e, por consequência, a 

taquicardia reflexa apenas na depleção aguda de sódio induzida pelo FuroCap, sem diferença 

significativa quando associada ao Isoproterenol, quando comparado aos respectivos grupos 

com dieta normossódica.  Nossos dados vão de encontro aos encontrados por HAMMING et 

al. (2008), que demonstrou que a dieta hipossódica potencializa os efeitos da inibição da ECA 

via captopril. 

 Os resultados obtidos através de radioimunoensaio mostraram que a dieta hipossódica 

não alterou significativamente as concentrações plasmáticas de vasopressina, ocitocina, 

peptídeo natriurético atrial e, intrigantemente de angiotensina II. Sabemos que um dos 

principais estímulos para a síntese de angiotensina II é a redução na carga de sódio ao nível do 

aparelho justaglomerular, estimulando assim a síntese de renina (FITZSIMONS, 1998). De 

fato, MECAWI et al. (2013) utilizando o mesmo modelo do presente trabalho, mostrou que a 

dieta hipossódica por quatro dias consecutivos aumentou a expressão de RNAm para renina 

(nos rins) e para angiotensinogênio (no fígado) quando comparado ao grupo com acesso à 

dieta normossódica, mas sem diferenças na expressão de RNAm para ECA, fato este que 

poderia explicar a ausência de diferenças nas concentrações plasmáticas de ANG II entre os 

grupos. Entretanto, a expressão de RNAm não traduz o verdadeiro conteúdo proteico 

tampouco a atividade enzimática da ECA (que poderia estar aumentada tendo em vista um 

possível aumento nas concentrações de angiotensina I, o substrato da ECA). Neste contexto, 

estudos demonstram discrepâncias entre o RNAm renal e a atividade enzimática da ECA, 

sugerindo uma possível regulação pós-transcricional ou desacoplamento entre a expressão 

gênica e proteica (WYSOCK et al., 2006). Assim, estudos posteriores são necessários para 
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investigar os motivos por não termos verificado aumento nas concentrações plasmáticas de 

ANG II. Ainda, foi demonstrado que a dieta hipossódica por 4 dias consecutivos não altera o 

conteúdo neurohipofisário de vasopressina e ocitocina, o que corrobora os nossos resultados, 

onde não observamos diferenças entre o grupo com dieta pobre em sódio e aquele com dieta 

normossódica (MECAWI et al., 2013). 

 No que tange aos protocolos de depleção aguda de sódio, o Furocap induziu aumento 

nas concentrações plasmáticas de ocitocina e angiotensina II enquanto reduziu as 

concentrações plasmáticas de peptídeo natriurético atrial. Por outro lado, a dieta hipossódica 

por 4 dias atenuou as respostas da ocitocina e angiotensina II, enquanto que potencializou a 

resposta do ANP ao FuroCap, quando comparado ao respectivo grupo submetido à dieta 

normossódica. Já a estimulação β-adrenérgica aumentou as concentrações plasmáticas de 

ocitocina, angiotensina II e peptídeo natriurético atrial, e a dieta hipossódica por 4 dias 

consecutivos aumentou a secreção de vasopressina enquanto que atenuou as respostas da 

angiotensina II e do peptídeo natriurético atrial ao Isoproterenol. 

 Como esperado, o protocolo FuroCap e a estimulação β-adrenérgica associado com a 

dieta normossódica aumentou significativamente as concentrações plasmáticas de ANG II 

enquanto que, ao serem associados com a dieta hipossódica, tal resposta foi 

significativamente atenuada. Apesar de contraditório com a exacerbação das respostas 

comportamentais (dipsogênicas e natriorexigênicas) induzidas pela dieta hipossódica, a 

atenuação nas concentrações plasmáticas de ANG II mediada por esta dieta reforça a hipótese 

de uma maior sensibilidade do sistema nervoso central à angiotensina II, confirmado pela 

supra-regulação de receptores AT1 no órgão subfornicial mediada pela dieta hipossódica, 

como descrito anteriormente (MECAWI et al., 2013). 

A administração de Furosemida associada ao Captopril ou a administração de 

Isoproterenol induziu o aumento significativo nas concentrações plasmáticas de ocitocina em 

animais com acesso à dieta hipossódica, quando comparado aos respectivos controles. Esse 

resultado não está de acordo com as observações de MOOS & RICHARD (1980), que 

demonstraram que agonistas β-adrenérgicos inibem a secreção de ocitocina durante a ejeção 

de leite, também confirmado posteriormente por SONG et al., (1988). No entanto, HALEY et 

al., (2007) atribuiu tal aumento das concentrações plasmáticas de ocitocina à predominância 

da resposta hipotensora, que ocorreu de forma intensa em resposta a ambos os protocolos.  

Vários trabalhos sugerem o ANP como sinalizador inibitório da ingestão de sódio 

(BLACKBURN et al., 1993; STRICKER & VERBALIS, 1996; GODINO et al., 2007). No 

presente trabalho, as concentrações plasmáticas de ANP reduziram significativamente após a 

associação da dieta hipossódica com o protocolo FuroCap ou Isoproterenol, o que indicaria 

uma supressão da sinalização inibitória que, consequentemente, exacerbaria a resposta 

natriorexigênica. Em relação ao ANP, os resultados mostram que o protocolo FuroCap 

associado com dieta normo ou hipossódica reduzem as concentrações plasmáticas deste 

hormônio de forma significativa, estando de acordo com dados da literatura considerados para 

condições hipotensoras produzidas pelo presente protocolo experimental. Uma redução mais 

acentuada foi obtida quando a depleção aguda de sódio foi associada com dieta hipossódica, 

que pode ser correlacionado com um mecanismo já bem estabelecido, onde a ocitocina inibe a 

síntese e secreção de ANP (FAVARETTO et al., 1997; ANTUNES-RODRIGUES et al., 

2004, 2013; GUTKOWSKA et al., 2014). Assim, nós supomos que as concentrações 

plasmáticas de ocitocina atenuadas no grupo submetido ao FuroCap após dieta hipossódica 

poderiam também explicar as menores concentrações plasmáticas de ANP neste mesmo 

protocolo. 

 O Isoproterenol possui ações contraditórias sobre a síntese e secreção do peptídeo 

natriurético atrial. A administração de Isoproterenol tem sido descrita como um mecanismo 

inibitório sobre a secreção de ANP a partir do átrio de ratos hipertensos ou de câmaras atriais 
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perfundidas (YUAN et al., 2008; QUAN et al., 2010), enquanto que mecanismos ativadores 

de sua secreção foram descritos anteriormente, tanto em animais inteiros quanto em câmaras 

cardíacas perfundidas (SCHIEBINGER et al., 1987; WONG et al., 1988; AGNOLETTI et al., 

1992; AZIZI et al., 1993). Apesar da hipotensão induzida pelo agonista β-adrenérgico, 

observamos que a administração sistêmica de Isoproterenol aumentou as concentrações 

plasmáticas de ANP em animais com dieta normossódica, enquanto que tal resposta foi 

totalmente inibida pela associação com dieta hipossódica. É possível que o estado 

hipovolêmico nesta condição possa ter prevalecido sobre a ação estimulatória β-adrenérgica 

no coração. 

 Em relação às concentrações plasmáticas de AVP, não foram observadas diferenças 

entre os grupos experimentais. Em uma análise profunda sobre o estímulo secretório em 

potencial para a vasopressina, podemos sugerir que em nosso trabalho não houve alterações 

na osmolalidade dos fluidos corporais induzidas através dos diferentes protocolos 

experimentais. Similarmente, a associação entre a dieta hipossódica e a administração de 

FuroCap ou Isoproterenol, em teoria, não alteraria a osmolalidade plasmática. Entretanto, a 

resposta hipotensora em ambos os protocolos, e em particular quando combinados com a dieta 

hipossódica, também não induziu alterações significativas nas concentrações plasmáticas de 

AVP, apenas no grupo com dieta hipossódica e submetido à administração de Isoproterenol, 

que induziu uma resposta hipotensora mais acentuada do que a observada no grupo submetido 

ao FuroCap, na mesma condição de dieta. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 

Nossos resultados demonstram claramente a exacerbação das respostas dipsogênicas e 

natriorexigênicas à depleção aguda de sódio (FuroCap) e à estimulação β-adrenérgica 

induzida pela dieta hipossódica por quatro dias. Apesar de concluirmos que a deficiência de 

sódio por dias pode aumentar a sensibilidade dos receptores AT1 cerebrais à angiotensina II, 

tais respostas comportamentais podem estar diretamente correlacionadas com a hipotensão 

gerada em ambos os protocolos. Ainda, verificamos que as respostas endócrinas ao FuroCap e 

ao Isoproterenol foram atenuadas quando associadas com a dieta hipossódica. Desta forma, 

novos estudos serão necessários para esclarecer os mecanismos através dos quais a dieta 

hipossódica influencia de forma tão intensa as respostas comportamentais, neuroendócrinas e 

cardiovasculares mediadas tanto pela depleção aguda de sódio quando pela estimulação β-

adrenérgica.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

 Em conjunto, podemos concluir que: i) o estradiol parece exercer um efeito atenuante 

sobre as consequências deletérias de uma dieta com elevado teor de sódio; e, ii) a dieta 

hipossódica potencializa os comportamentos ingestivos induzidos pela depleção aguda de 

sódio (FuroCap) e pela estimulação β-adrenérgica (Isoproterenol) mas atenua fatores 

neuroendócrinos influenciados por esses protocolos. 
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