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RESUMO

Os rins sdo os orgdos especializados na homeostase da agua e sal no
organismo, controlam o volume do fluido celular, com o balango urinario de sodio e de dgua
pela formacgdo de urina concentrada e/ ou, diluida, de acordo com a necessidade fisioldgica.

O rim é um importante alvo de expressdo génica do estrogénio ¢ a incidéncia
de doencas renais aumentam apds a menopausa, sugerindo que o estrogénio previne o
desenvolvimento e progressdo da doengas renais.

O sistema nervoso simpatico é um importante modulador do equilibrio
hidroeletrolitico, ja que fibras simpaticas pos-ganglionares inervam os rins dos mamiferos,
percorrendo os segmentos do néfron, estimulando, pela liberagcdo de noradrenalina, a
vasocontri¢do renal, a diminui¢do do ritmo de filtragdo glomerular e do fluxo sangiiineo
renal, o aumento da reabsorcdo de sodio e de agua, bem como o aumento da liberagdo de
renina. Contudo, poucos sdo os estudos que buscam analisar os efeitos dos hormdnios sexuais
femininos, em especial do estrogénio, do nervo renal e de sua interagdo, sobre o balango
hidromineral de ratas. Portanto, nosso objetivo foi investigar a a¢do dos hormdnios sexuais
femininos e do nervo renal, bem como a sua interacdo na ingestdo hidrica, na excrecdo de
agua e de sodio em ratas Wistar, buscando identificar a contribui¢do de cada um deles e de
sua interagdo nessa funcao fisioldgica de tais animais.

Ratas Wistar foram divididas em 4 grupos: fémeas controle, fémeas
ovariectomizadas, fémeas desnervadas e fémeas castradas+desnervadas. Os animais castrados
foram estudados entre 7 ¢ 14 dias apds a castragdo. Os animais que sofreram desnervagio
renal foram estudados no mesmo periodo. No sexto dia apos as cirurgias, os animais foram
colocados em gaiolas metabolicas, onde tiveram a ingestdo hidrica, a excrecdo de agua e de
sodio controladas diariamente. O volume da ingestdo ¢ da excre¢do de agua eram metidos por
uma proveta milimetrada e, para a medida da excregdo de sodio, era coletada um aliquota de
urina. No décimo quarto dia, os animais foram retiramos das gaiolas metabolicas, pesados e
sob anestesia, sacrificados. Os rins, o Utero ¢ o coragdo foram isolados e, em seguida pesados.
O rim esquerdo foi congelado em um frasco &mbar com solugdo salina a 0°C, para a dosagem
das catecolaminas renais totais, pela leitura direta em espectrofotometria de fluorescéncia.

Nossos resultados mostraram que o grupo desnervado (24,1+1,3 mL) teve uma
ingestdo hidrica significativamente maior que os grupos castrado (18,4+1,0 mL) e
castrado+desnervado (20,2+1,3 mL). A excrecdo de agua teve um aumento significante no grupo

desnervado (24,1+1,3mL), quando comparado ao grupo controle (2,1£0,5 mL), castrado
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(2,5+£0,4 mL) e castrado+desnervado (3,7£0,5 mL). A excregdo de sodio foi significativamente
maior no grupo castrado (986,8+161,5 Eqg), quando comparado aos grupos controle(143,1+24,4
Eqg), desnervado (310,0+45,5 Eqg) e castradotdesenrado (244,3+45,9 Eqg). Além disso,
observamos uma elevagdo significante na liberacdo das catecolaminas renais no grupo castrado
(15214438 ng/g), quando comparado os grupos controle (979+£221 ng/g ), desnervado (293£78
ng/g) e castrado+desnervado (284+62 ng/g).

Enfim, concluimos que a ingestdo hidrica ¢ parcialmente dependente dos
horménios sexuais femininos, devido suas interagdes negativas com o horménio antidiurético
e com o sistema renina angiotensina e, dependente do nervo renal. O nervo renal possui uma
contribuicdo importante no controle da excrecdo renal de agua e sal, bem como na
osmolaridade plasmatica. Além disso, os hormodnios sexuais femininos possuem um papel
modulador na liberagao das catecolaminas renais em ratas Wistar, mostrando um mecanismo

renoprotetor do estrogénio, nos rim dessas fémeas.
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ABSTRACT

The kidney is an organ specialized in the homeostais of water and salt in the body,
regulation of extracellular volume, which excrete either concentrated or dilute urine in accordance
with physiological needs.

The kidney is an important target for estrogen dependent gene expression and the
incidence of end-stage renal diseases increases after menopause, suggesting that estrogen may
prevent development or progression of renal diseases.

The sympathetic nervous system is essential from the regulation of hydrosaline
equilibrium, already that the sympathetic post-ganglionic fibres which innervate the kidney from
the mammalian. Those fibres penetrate to nephron and an noradrenaline is released from the
varacosities, stimulating the renal vasoconstriction, with decreased glomerular filtration rate and
blood flow, and increased renal tubular reabsorption of sodium and water throughout the nephron
and, as well as the increase release of renin and renin angiotensin system activation. Nevertheless,
the role of female hormones, of renal nerve and of its interaction in the balance hydrosaline from
the female rats are unknown. Therefore, our objective went to investigate the role of female sexual
hormones, of renal nerve and of its interaction in the water intake, urinary sodium and water
excretion, from the female rats,, seeking the relative contribution of female hormones and renal
nerve to the physiologic function renal.

Female rats Wistar were divided in 4 groups: control, castrated, denervated and
castrated+denervated female rats. The castrated animals were studied between 7 and 14 days after
the castration. The animals that suffered renal denervation were studied in the same period. In the
sixth day after the surgeries, the animals were put in metabolic cages, where they had the ingestion
of water, the excretion of water and of sodium controlled daily. The volume of the ingestion and of
the excretion of water they were conceited for a test tube and, for the measure of the excretion of
sodium, an urine bracket was collected. In the fourteenth day, the animals went removed of the
cages metabolic, heavy and under anesthesia, sacrificed. The kidneys, the uterus and the heart were
isolated and, soon afterwards heavy. The left kidney of each female rat was frozen in a flask amber
with saline solution the 0°C, for the dosage of the total renal catecholamines, for the direct reading
in fluorescence spectrofotometric.

Our results showed that the denervated group (24,1+1,3 mL) had an ingestion of
water significantly larger than the group castrated (18,4+1,0 mL) and castrated+denervated
(20,2£1,3 mL). The excretion of water had a significant increase in the group denervated

(24,1£1,3mL), when compared to the group controls (2,1£0,5 mL), castrated (2,5+0,4 mL) and
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castrated+denervated (3,7£0,5 mL). The excretion of sodium was significantly larger in the
castrated group (986,8+161,5 Eqg), when compared to the groups control (143,1+ 24,4 Eqg),
denervated (310,0+45,5 Eqg) and castrated+denervated (244,3% 45,9 Eqg). Besides, we observed a
significant elevation in the release of the renal catecholamines in the castrated group (15211438
ng/g), when compared the groups control (9794221 ng/g), denervated (293178 ng/g) and
castrated+denervated (284162 ng/g).

We concluded that the ingestion of water is partially dependent of the female
hormones, due their negatives interactions with the antidiuretic hormone and with renin-angiotensin
system and, dependent of the renal nerve. The renal nerve possesses an important contribution in
the control of the renal excretion of water and salt, as well as in the plasmatic osmolality. Besides,
the feminine sexual hormones possess a paper modulator in the liberation of the renal
catecholamines in female rats Wistar, showing mechanism the renal protective effects of the

estrogen, in the kidney.
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INTRODUCAO

A 4gua ¢ um importante constituinte do corpo humano e, em adultos
saudaveis corresponde a aproximadamente 60% do peso corporal (Guthrie & Yucha,
2004). A maior parte da dgua do corpo encontra-se no espaco intracelular, isto ¢,
cerca de 55 a 75%. A por¢do extracelular ¢ dividida entre os compartimentos
intravascular (plasma) e extravascular (intersticio). A composi¢do dos solutos dos
fluidos intracelular e extracelular sdo muito diferentes. Essas diferencas existem por
causa dos muitos processos de transporte que as membranas celulares possuem,
acumulando ou exportando ativamente solutos especificos (Thomas, 1972). Assim,
sodio e cloreto estdo presentes em maior quantidade no fluido extracelular, enquanto
que o potassio, magnésio e varios acidos organicos ou fosfatos sdo substincias
predominantemente encontradas no liquido intracelular (Robertson & Berl, 1986).
Cerca de 99% do sodio filtrado pelo glomérulo ¢ ativamente reabsorvido pelos
tubulos renais, um processo de grande importincia na regulagcdo dos fluidos corporais
e da pressdo sangiiinea (Beltowski e Wojcicka, 2002). Enquanto que a 4gua ¢
reabsorvida pela alga de Henle, tiibulos distais e coletores. E neste dois tltimos, e a
reabsorcao e dependente do ADH (Takata el al., 2004).

Os rins sdo os 6rgdos especializados na homeostase da dgua e sal no
organismo (Takata et al, 2004), controlam o volume do fluido celular, com o balango
urindrio de sodio e de dgua pela formacdo de urina concentrada e/ ou, diluida, de
acordo com a necessidade fisioldgica (Guthrie & Yucha, 2004). Além dessas fungdes,
os rins também participam do estimulo para a ingestdo didria de 4gua e de sal (Schild,

2004). A regulacdo do volume e da osmolaridade dos fluidos corporais sdo inerentes
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a vida, haja vista que uma alteracdo na retencao de sddio ¢ uma caracteristica comum
de certas doencgas, como a sindrome nefrética, cirrose hepatica, alguns modelos de
hipertensao, faléncia cardiaca, entre muitas outras (Souza et al, 2004). Em virtude da
habilidade com que regulam o volume sangiiineo, mantendo o equilibrio hidrosalino,
¢ atribuida aos rins o papel de controle da pressdo a longo prazo (DiBona, 2002a),

através de trés mecanismos principais:

1. A excrec¢ao de sodio;
2. A secre¢ao de renina;
3. A excregdo de agua;

Esses mecanismos renais sdo modulados pelo sistema nervoso simpatico
renal e por fatores humorais, como o SRAA. A inervacdo simpdtica renal ¢ um
importante regulador de todos os aspectos da fisiologia renal(DiBona & Sawin 2002a).
O sistema nervoso simpatico ¢ um efetuador muito importante no balango
hidroeletrolitico, ja que fibras simpéticas pos-ganglionares que inervam os rins dos
mamiferos, sdo originadas dos segmentos espinhais T;; e L3 variando pouco entre as
espécies e individualmente. No rato ha cerca de 2000 fibras em cada rins, representando
uma inervagdo relativamente densa (DiBona & Kopp, 1997). Um outro ponto
importante, ¢ que os rins ndo recebem a inervacdo do sistema nervoso parassimpatico.
De maneira que as fibras simpdticas penetram primeiramente pelo cortex, seguem
através da vasculatura e dos elementos tubulares renais. A noradrenalina € liberada pelas
varicosidades dos terminais do nervo renal, nos vasos de resisténcia, causando
vasoconstricdo, determinando os niveis do fluxo sangiiineo renal (FSR) e da taxa de
filtragao glomerular (TFG) (Johns, 2002). A renina contida nas células granulares na

base da arteriola aferente, exatamente na porc¢ao final do glomérulo, ¢ ativada e liberada



20

pela acdo da noradrenalina. As fibras também percorrem a por¢do final do tubulo
proximal, a pocdo ascendente de alca de Henle e tibulo distal (Barajas et al., 1992), e
estimulam as células epiteliais a aumentar o transporte e absor¢ao de sddio. Portanto, o
aumento da atividade do nervo simpatico renal (ANSR) resulta em vasoconstri¢ao renal,
diminui a GFR, diminui a RFG, aumenta a resisténcia vascular renal (RVR), aumenta da
reabsorcao renal tubular de sddio e agua, e, o aumento da liberacdo de renina e da NOR

renal(Yamaguchi et al., 2000; DiBona, 2002b).

Um dos principais fatores humorais que participam da modulagdo da
fungdo renal ¢ o SRAA, no qual a AIl ¢ o seu principal efetor fisioldgico, ao se ligar
aos receptores AT dos segmentos vasculares e tubulares, aumenta a reabsor¢do renal
de sodio, cloreto e 4agua, bem como a vasoconstricdo (Wang & Gieisch, 1996;
DiBona, 2000b). Além de estimular a liberacdo de aldosterona pelas células da zona
glomerulosa da glandula suprarenal, um dos mecanismos mais importantes no
aumento da retengdo de sal. O nivel de reabsor¢do de sodio ¢ primariamente
determinando pela acdo da aldosterona sobre os canais de sddio epiteliais (CNaE) no
rim, ativando-os. Esses canais medeiam a reabsor¢ao de sddio nos ductos coletores e
distais renais, no pulmio e nas glandulas exocrinas (Shigaev et al., 2000). A
aldosterona ¢ um mineralocorticéide que promove a excre¢do de potassio e retengdo
de sodio, assim influenciando a homeostase do volume extracelular e a pressdo
sangiliinea (Williams & Williams, 2003). Ela ¢ o maior horménio controlador da
retencdo de sddio nos vertebrados e sua acdo ¢ via aumento na reabsor¢ao de sodio
através dos epitélios do ducto coletor e distal no rim (Garty, 2000). Portanto, a acdo

da aldosterona ¢ um fator determinante para o nivel corporal de sodio e, assim do
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controle da pressao a longo prazo. O sddio, ao ser reabsorvido, entra na célula tubular
renal através dos CNaE da membrana apical e, em seguida ¢ ativamente transportados
para outras células via a Na',K'-ATPase da membrana basolateral. Além desse efeito,
aldosterona como um hormonio esteroide, que atravessa a membrana plasmadtica da
célula, age se ligando aos receptores citoplasmaticos, formando complexos de
hormdnio mineralocorticoide-receptor. Depois, podem se ligar a regides responsivas
ao complexo, nos cromossomos, que estimulam a expressdo génica, como um efeito
indireto, a sintese e, a inser¢cdo de novos canais de sédio epiteliais (Eaton et al.,
2001).

Um dos fatos que comprova a acdo antinatriurética observada apos a
estimulacdo do SRAA, via baixa ingestdo de sodio, ¢ bloqueada por inibidor da
enzima conversora de angiotensina II (ECA), captopril, prevenindo a formagdo de
All, assim confirmando o papel da All na conservacao do soédio corporal. Uma outra
importante acdo da AIl no rim, ocorre através de mecanismos pré-sinapticos, ela
estimula o nervo renal a liberar NOR nas células epiteliais tubulares e nos vasos.
Portanto, fica evidente a interagdo entre 0 SRAA e o sistema nervoso simpatico renal
(SNSR), ja que secrecdo de renina obtida pela estimulacdo de receptores P—
adrenérgicos nas células granulares do aparelho justaglomerular, ocorre por meio da
liberagcdo de NOR pelo nervo renal (DiBona, 2000a; DiBona, 2000b).

A renina ¢ considerada um dos componentes chave da ativagdo do
SRAA. Atualmente, ja se sabe que existem enzimas que sdo capazes de converter o
angiotensinogénio diretamente em angiotensina (Al) e, por conseguinte, ativar o
sistema independente da renina (Price et al, 1997; Resende & Mill, 2002). Entretanto,

o papel dessas enzimas na ativagdo do SRAA ndo estd bem estabelecido como o da
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renina. A secrecao de renina pelas células justaglomerulares ¢ controlada basicamente
por trés mecanismos: Dois com atuag@o local no rim e o terceiro atuando através do
SNC e mediado pela liberagdo de NOR pelos nervos noradrenérgicos renais (Holmer
etal., 1997).

. O primeiro mecanismo ¢ intra-renal e ¢ conhecido como
“mecanismo da macula densa”. A macula densa situa-se adjacente as células
justaglomerulares e ¢ composta por células epiteliais colunares especializadas.
Qualquer alteragao na concentracdo de NaCl que passa através dessa regido afeta
diretamente a liberagdo de renina (Skott & Briggs, 1987). Ou seja, o aumento e a
diminui¢do na concentracao de NaCl nesta regido inibem e estimulam a liberagdo de
renina, respectivamente. Estudos mostram que esse mecanismo de libera¢do de renina
¢ muito mais dependente da concentracdo de cloreto do que a de sédio. De fato,
Lorenz e cols (1991) demonstraram através de experimentos realizados com o
aparelho justaglomerular (AJG) isolado de coelhos, que a adicdo ao meio de uma alta
concentracdo de NaCl promove redu¢do na producao de renina, a qual permanece
inalterada, quando a concentracdo de sodio ¢ reduzida e a de cloreto permanece
constante. Contudo, quando a concentragdao de cloreto ¢ reduzida, a liberagdo de
renina nao diminui. Esses resultados indicam que a liberacdo de renina da macula
densa ¢ mais dependente da concentracdo de cloreto e, provavelmente, estd
relacionada como mecanismo de cotransporte de Na'-K™-2CI* existente na
membrana das células justaglomerulares (Lorenz et al., 1991)

. O segundo mecanismo de controle renal de liberagdo de
renina ¢ o chamado “mecanismo barorreceptor intra-renal”, o qual controla a secre¢ao

de renina basicamente por aumento da pressdo de perfusdo renal (PPR) nos vasos pré-
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glomerulares, que diminui a secre¢do da renina, ou redu¢do na PPR, que eleva a
secrec¢do de renina (Skott et al., 1991).

. O terceiro mecanismo ocorre pela ativacdo do sistema
nervoso simpatico renal (SNSR). De maneira que a secrecdo de renina obtida pela
estimulacdo de receptores [;—adrenérgicos nas células granulares do aparelho
justaglomerular, ocorre via liberagdo de NOR dos terminais simpaticos do nervo renal
(DiBona, 2000a; DiBona, 2000b). Contudo, outros autores acreditam que o controle
da liberacao de renina pelas alteracdes na concentragao de NaCl seja um pouco mais
complexo. Ou seja, que a liberagdo pode estar associada com atuacdo de substancia
como a prostaciclina e adenosina. Logo, o aumento no transporte de soédio acarretaria
a liberacdo de adenosina, que através da atuacdo sobre receptores A; promoveria
aumento na liberacdo de calcio dos estoques intracelulares, vasoconstricao da
arteriola aferente e, conseqiiente inibicao da liberagdo de renina (Itoh et al., 1985).
Por outro lado, quando o transporte de sodio diminui ocorreria um aumento de
prostaciclinas, as quais ativariam enzima adenilato ciclase, ocasionando um aumento
na formacdo de AMPc, promovendo a vasodilatagdo da arteriola aferente e,
consequente estimulagdo na liberacao de renina (Bader & Ganten, 2000).

O cloreto de s6dio ¢ um dos maiores determinantes do volume e da
osmolaridade corporal. De maneira que a manuten¢do do volume e da osmolaridade

do fluido celular sdo muito importantes para o equilibrio hidromineral.

A freqiiéncia com que os rins excretam agua ¢ regulada pelo hormonio
antidiurético (HAD) (Antunes-Rodrigeus et al., 2004). Nos humanos e muitos outros

mamiferos, esse horménio ¢ um nonapeptideo conhecido arginina vasopressina
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(AVP), produzido pelos neurdénios magnocelulares (NMCs) do eixo hipotalamo-
neurohip6fise (Robertson & Berl,1986). Os NMCs libertadores de ADH no
hipotalamo exibem atividade elétrica dependendo de propriedades intrinseca da
membrana e, sdo influenciadas por fatores extrinsecos como a osmolaridade
plasmatica, volume sangiiineo e pressao arterial (Armstroug et al., 1995). Estudos de
Patch-clamp usando neurdnios NSO de ratos demonstraram que estes neurdnios
despolarizam, via aumento e hiperpolarizam, via diminui¢do da osmolaridade
extracelular e, que essas respostas resultam de mudangas na atividade de canais
cationicos mecanossensiveis (Bourque et al., 1994). Pequenas mudangas na
osmolaridade plasmatica, ocasionam mudangas rapidas no estimulo para a transcri¢do
de AVP no NSO e NPV, sugerindo que o estoque de AVP seja liberado para a
circulagdo sangiiinea e, rapidamente reposto por novas sinteses, processando e

transportando mais AVP (Arima et al., 1999).

A agdo antidiurética do ADH envolve o efeito fisiologico de aumentar
a permeabilidade a 4gua nas células do ducto coletor, elevando a quantidade de dgua
reabsorvida da urina para o sangue. O ADH circulante ao interagir com os receptores
V, na membrana luminal tubular, leva a um aumento intracelular de AMPc, via
proteina G, que ativa a fosforilagdo na parte COOH-terminal da proteina do canal de
agua-2 (AQP2) nas células tubulares e distais do néfron (Takata et al., 2004). O
nimero e a distribuicdo das AQPs nas células do ducto coletor sdo reguladas pelo
AVP via receptor V, (Hayashi et al., 1994), j4 que parece estimular a sintese de
RNAm de APQ2 e também regular sua inser¢do na membrana luminal do tabulo

coletor através de uma rapida exocitose pela membrana plasmatica (Sasaki et al.,
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1998; Saito et al., 1997; Knepper & Inoue, 1997). A presenca de AQP2 na membrana
apical causa um aumento da permeabilidade a 4gua no ducto coletor. O transporte de
agua através da membrana basolateral para o intersticio ¢ facilitado pela expressdo
constitutiva e inser¢do de APQ3 e AQP4 (Klussmann et al., 2000). O receptor V; ¢
responsavel pela acdo antidiurética do AVP, mas ha mais dois subtipos, Viae Vip. Os
subtipos de receptor de ADH sdo acoplados a proteinas G diferentes (Erlenbach et al.,
1998). Os receptores Vi, € Vjp sdo acoplados a familia das proteinas Gq, com a
reposta mediada pelo fosfatidilinositol (IP3), uma vez que o receptor V, estd acoplado
a proteina Gs, ativando a enzima adenilato ciclase e, com resposta media da pelo
AMPc (Birnbaumer et al., 1992). A expressdo de receptores V; na al¢a ascendente,
nas células principais e na medula interna, ducto coletor e nas membranas luminais e
basolaterais foi demonstrada por Nielsen (1995). A vasopressina regula a transcricao
do gene da AQP2, através de seu segundo mensageiro, o AMPc (Matsumura et al.,
1997).

Todos os vertebrados mantém a osmolaridade plasmatica e o volume
extracelular através da interacdo entre a ingestdo hidrica, excre¢do de agua e de
eletrolitos. Alteracdes no volume sangiiineo e na pressdo levam a mudangas
apropriadas no balango hidromineral através de repostas adaptativas nervosas e
enddcrinas. Hipovolemia induz a liberagio de AVP pelos NMCs, ativando a
reabsor¢do de dgua no néfron. O limiar para a estimulacdo da liberagdo de AVP com
a hipovolemia ¢ geralmente entre 10-20% do volume sangiiineo em diferentes
espécies (Yasin et al.,1993). Este fato foi demonstrado por Leng et al. (1999) em que
uma redu¢do de 6% no volume sangiiineo e de 10% no volume plasmético, em

humanos geram aumento na concentragdo plasmatica de AVP (Johnson et al, 1996).
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Enquanto que, a expansdo isotdnica do volume sangiiineo resulta em redu¢do da
concentracdo plasmatica de AVP (Leng et al., 1999). Um aumento minimo da
osmolaridade plasmatica de 1-2% induz a sede e, a diminuicdo do volume
extracelular, apesar de um menor estimulo, também ¢ dipsogénico, dependente do
HAD. Portanto, altera¢cdes na osmolaridade e no volume plasmatico controlam a
liberagdo do ADH e a geracdo da sede nos mamiferos.

Forsling (1981), observou que mulheres no periodo da ovulagdo,
possuiam altos niveis plasmaticos de AVP, o que era menor no periodo da
menstruacdo. A administragdo de estrogénio em mulheres pos-menopausadas esta
associada com altos niveis plasmaticos de AVP, se comparado com as ndo tratadas
(Forsling et al., 1982). Sugerindo haver uma tendéncia de retencdo de 4gua durante
altos niveis plasmaticos de estrogénio (Claybaugh et al., 2000). Contudo, o estrogénio
e a sua combinagdo com progesterona tem inibido o efeito antidiurético do AVP em
ratos (Wang et al., 1995). Além disso, o estrogénio e a progesterona reduzem a
estimulacdo do AMPc pelo ADH em células medulares renais de rato e de homem
(Hatano et al., 1988), sugerindo que os hormonios sexuais femininos possuem uma
interacdo com a ac¢do e/ ou a liberagdo do ADH. O estrogénio administrado em ratas
ovariectomizadas tem mostrado atenuacdo da a¢do antidiurética do ADH (Wang et
al., 1995). Além disso, o estrogénio pode influenciar na regulacdo central para a
sintese e liberagdo do AVP, ja que pode atravessar a barreira hemato-encefalica e, se
ligar a nucleos cerebrais que controlam sua liberagao.

Para a génese da sede, admite-se a importancia das células dos
osmorreceptores de sodio, localizadas no OVLT (6rgdo vascular da 1amina terminal)

e OSF (6rgao subfornical), na regido anterior do terceiro ventriculo (AV3V), em que



27

a barreira hemato-encefalica esta ausente. Portanto, estio em contato com as
concentragdes i0nicas plasmaticas e hormonais (McKinley et al., 1999). Essas células
sdo neurdnios altamente especializados capazes de perceber mudangas na pressao
osmotica externa e enviar sinais elétricos, que ativam areas do SNC envolvidas no
controle da ingestdo hidrica, na excrecdo de sal e dgua (Bisset et al., 1988). A infusdo
de solu¢do hipertonica de cloreto de s6dio na area AV3V ¢ dos estimulos mais
potentes para geracao da sede (McKinley et al 1978).

A ingestdo espontinea de agua ¢ modulada por estimulos nao
osmoticos, como certos tipos de hormonios. Estudos realizados por Tarttelin & Gorsk
(1971) mostraram que o consumo de dgua varia durante o ciclo estral de ratas, com a
ingestdo sendo menor no dia do estro, quando o estrogénio se apresenta com niveis
mais elevados. A ovariectomia aboliu a receptividade sexual do ciclo estral e as
variagdes no consumo de agua. Assim, o estrogénio parece ser um importante fator
modificador do consumo espontaneo de agua em fémeas férteis (Krause et al., 2003).
Estes dados sugerem uma importante fungdo do estrogénio na regulacdo da ingestdo
hidrica.

Na literatura existem evidéncias que refor¢am o papel do estrogénio
como modulador central do tonus autondmico. Experimentos com ratos machos e
fémeas tem demonstrado uma mudanga significante no tonus autondmico, via efeitos
diretos nos neurdnios parassimpaticos e simpdaticos pré-ganglionares no nucleo
ambiguo e nas células da coluna intermédiolateral, respectivamente (Saleh et al.,
1999; Saleh et al., 2000). Um fato que comprova isso ¢ a presenca dos RNAm dos
receptores de estrogénio (RE) (Shurghurue et al., 1997) em certas regides do SNC

(Roselli et al., 1998),
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A injecdo do estrogénio no nucleo do trato solitdrio (NTS) e ntcleo
ambiguo (NA), aumentaram o tonus parassimpatico e na sensibilidade do
barorreflexo. Ja essa aplicagdo hormonal no NTS e no BVLM (bulbo ventrolateral
rostral) diminuiram o tonus simpatico (Saleh et al., 2000). A inje¢do do antagonista
de receptor de estrogénio, ICI 182780, aboliram esses efeitos (Saleh et al., 2005).
Saleh et al, (2000) observaram que a pressio ¢ a ANSR diminuiram
significativamente ap6s 30 minutos da inje¢do de estrogénio nos nucleos do NTS,
BVLM, NPB (ntcleo parabraquial), NCA (nucleo central da amidala) e espago
intratecal de ratas Wistar fémeas. A redugao da ANSR foi de 27%.

As acdes do estrogénio, normalmente, sdo mediadas por dois tipos de
receptores (RE) que s3o geneticamente diferentes, os receptores, REa e RE
(Katzenellenbogen BS et al. 2000; Hall et al., 2001; Gustafsson, 2003), que possuem
uma distribuicdo vasta em varios 6rgaos (Kuiper et al., 1997). Eles sdo membros da
superfamilia de receptores nucleares e com agdes regulatorias variadas na transcri¢ao
génica e, em sinais celulares. Além de estarem presentes também na membrana
plasmatica e no citoplasma (Nadal et al., 2003). Quando ligados ao hormdnio, esses
receptores sofrem rearranjos conformacionais, levando a formag¢do de homo ou
heterodimero de REa e REP. Ativados, interagem, com alta afinidade diretamente
com regides especificas do gene, chamados de elementos responsivos do estrogénio
(ERE), como promotores ou indiretamente através de interagdes protéicas com fatores
de transcricdo como AP1 e SP1 (Hall et al., 2001). Ambos subtipos podem ativar a
transcricdo, contudo parece que o REa ¢ mais potente ativador que o REP. Assim, a
resposta dependente do estrogénio ¢ expressa pela presenca de um de seus subtipos de

receptores (Turgeon et al., 2004).
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O rim ¢ um importante alvo de expressao génica do estrogénio (Jelinsky
et al., 2003) e a incidéncia de doengas renais aumentam apds a menopausa, sugerindo
que o estrogénio previne o desenvolvimento e progressdo da doengas renais (Shim et
al.,2004). Evidencias indicam que o estrogénio ¢ renoprotetor, ja que a progressdo da
doenga renal ¢ menor em fémeas na premenopausa, quando comparada com machos da
mesma idade. A progressdo da doencas renal ¢ mais rapida em fémeas na menopausa, do
que nas férteis Dubey & Jackson (2001a). O mecanismo renoprotetor parece depender
da conversdo do estrogénio em hidroxiestrogénio e metoxoestrogénio pela via do
citocromo P450 e da catecol-o-metil-transferase (COMT), respectivamente (Dubey et
al., 2004b). Esses metabolicos inibem a proliferacdo celular e a produgdo da matrix
extracelular, diminuindo a injuria vascular e, ocasionando o efeito antimitogénico do
estrogénio (Dubey et al., 2000; Dubey & Jackson 2001a; Dubey & Jackson 2001b;
Zacharia et al., 2001).0 aumento dos niveis de catecolaminas parece que prejudicam
essa renoprotecdo, ja que competem com a COMT e inibem a conversdo do estrogénio
em hidroxi e metoxiestrogénio. As catecolaminas ativam fatores de crescimento,
mediados por receptores o- e [B-adrenérgicos (Nakaki et al., 1990). Um fato que
comprova isso, foi demonstrado por Dubey et al., (2003), em que as catecolaminas
bloqueiam o efeito antimitogénico de estrogénio em células mesangiais glomerulares
humanas e, em células musculares lisas de artérias coronarias humana (Dubey et al.,

2004b).

Embora a progesterona e o estrogénio controlem primariamente as
fungdes reprodutivas femininas, receptores desses hormonios esteréides podem ser

encontrados em 6Orgdo nao reprodutivos, como o cérebro (Numan et al., 1999),
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sistema cardiovascular (Orshal & Khalil, 2003; Dubey & Jackson, 2001) e nos
tubulos renais (Mosselman et al., 1996; Dubey & Jackson, 2001a). Esses receptores
nos tubulos renais estdo envolvidos na regulacdo de sodio, de potassio e de calcio
(Brunette & Leclerc, 2001; Brunette & Leclerc, 2002). O estrogénio modula o
equilibrio de sal e de dgua corporal de pessoas em repouso € em situagdes como a
desidratacdo, sobrecarga de sddio e a hiponatremia (Stachenfeld et al., 1999), por
efeitos diretos nos tubulos renais (Brunette & Leclerc, 2001; Verlander et al., 1998;
Stachenfeld et al., 2003).

A fungdo renal anormal ¢ um dos pré-requisitos para o
desenvolvimento da hipertensdo, como em muitos tipos de disfun¢do renal que
contribuem para esse estado, incluindo um aumento na RVR, na reten¢do de sédio e
dgua, e, aumento na liberacdo de renina, catecolaminas e outras substancias
vasoativas (DiBona, 2002).

O sédio estd presente em maior quantidade no fluido extracelular e a
sua regulagdo ¢ muito importante para o balango hidroeletrolitico. O canal de sodio
epitelial amiloride-sensivel (CNaE) estd localizado principalmente nas células do
tabulo convoluto distal, ducto coletor e ducto coletor cortical (DCC) nos rins dos
mamiferos (Schmitt et al., 1999; Biner et al., 2002). O transporte de sodio ¢
dependente do numero e da atividade dos canais de CNaE localizados na membrana
epitelial e, a freqiiéncia com que o sodio € transportado por esses canais (Petty et al.,
1981). No trabalho de Gambling e cols. (2004) foi demonstrado que os hormonios
sexuais femininos modulam diferentemente a expressdo do canal de CNaE no rim de
ratas fémeas. Mostrando que o estrogénio possui um tipo de modulag@o na expressao

desses canais e, conseqiientemente na reabsor¢ao do sodio tubular renal.
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Outro ion importante para a regulacao dos fluidos corporais ¢ o cloreto ja
que ¢ o anion predominante do ultrafiltrado glomerular, e é reabsorvido ao longo do
néfron por mecanismos transepiteliais ou paracelulares (Aronson & Giebsch, 1997) O
transporte transcelular de cloreto envolve muitas proteinas de membrana, incluindo
canais de cloreto expressos ao longo dos tubulos renais (Morales et al., 1996; Uchida,
2000). Nascimento e cols. (2003) mostraram que o estrogénio modula diretamente os
canais de cloreto no tabulo proximal no rim de ratas normais, em que as concentragdes
de estrogénio 10'10, 107% IO'SM, induziram um aumento de 47, 84 e 140% na expressao
do RNAm desse canal. Mostrando que ¢ dose dependente. E, corroborando com mais
um mecanismo estrogénico para a regulagdo dos fluidos e eletrolitos corporais. Ja que a
manuten¢do do sédio corporal, bem como do volume extracelular sdo uns dos mais
importantes pré-requisitos para uma perfusdo adequada dos orgdos, inclusive par a

homeostase cardiovascular (Shnermann, 2003).

Outro hormodnio feminino que possui um efeito na regulagdao do sédio,
¢ a progesterona (Stachenfeld et al., 2005). Embora seja uma ag¢do indireta,
competindo com a aldosterona pelos receptores de mineralocorticdides no tibulo
distal (Myles & Funder, 1996). A retencdo de agua e sal pela renina, All e
aldosterona aumentam cocomitantemente com a elevacdo da progesterona (Sealy et
al., 1994).

A participagdo dos hormoénios sexuais femininos para mulheres férteis e
menopausadas, em relacdo a regulagdo do balango renal hidroeletrolitico ndo esta muito

clara e precisa de mais investigacdes.
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Esses efeitos relatados de estrogénio e progesterona na regulacdo do
balango hidromineral possuem implicacdes clinicas importantes, durante o ciclo
menstrual, como a hipotensdo ortostatica, a hipertensdo e a retencdo de sodio durante a
gravidez. Ou ainda, durante outros estados de altos niveis de estrogénio e progesterona,
como na sindrome de hiperestimulagdo ovariana e pré-clampsia (Stachenfeld et al.,

2005).

Diversos estudos sugerem que os hormoénios sexuais femininos
exercam seus papeis no balanco hidroeletrolitico de animais, merecendo um destaque,
as suas a¢des no organismo feminino, marcado evidentemente pela fase reprodutiva
em que existem ciclos menstruais, nas mulheres e, estrais, em outros mamiferos,
como na rata por exemplo. Onde ocorrem alteragdes fisiologicas ciclicas nas
concentragdes séricas desses esterdides femininos. Os mecanismos pelos quais esses
hormdnios atuam sdo muito variados, desde agdes nos principais orgaos reguladores
desse balanco, com efeitos diretos, e/ ou até com efeitos indiretos causados pelos seus
metabolicos. Contudo, o efeito da interacdo dos hormonios sexuais femininos ¢ a
atividade do nervo simpatico renal no balangco hidromineral ainda ndo foram
totalmente elucidado. Em virtude disso, nosso objetivo foi investigar a acdo dos
hormdnios sexuais femininos, do nervo simpdtico renal e de sua intera¢do, no balanco
hidroeletrolitico e na liberagdo de catecolaminas renais (norepinefrina) em ratas
Wistar normotensas, buscando identificar a participag@o deles na ingestdo espontanea
de 4gua, na excrecdo de 4dgua e de sodio, bem como na liberagdo das catecolaminas

renais.
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OBJETIVOS
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
= [nvestigar a acdo dos hormonios sexuais femininos no balango

hidroeletrolitico e na liberagdo de catecolaminas (norepinefrina) renais em ratas

Wistar normotensas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Verificar a participagdo dos hormdnios sexuais femininos e do nervo

simpatico renal na ingestdo espontinea de dgua em ratas normotensas controle,

ovariectomizadas, desnervadas e ovariectomizadas + desnervadas.

= Verificar a participagdo dos hormodnios sexuais femininos e do nervo
simpatico renal na excrecdo espontdnea de dgua em ratas normotensas controle,

ovariectomizadas, desnervadas e ovariectomizadas + desnervadas.

= Verificar a participagdo dos hormdnios sexuais femininos € do nervo
simpatico renal na excrecdo espontinea de sddio em ratas normotensas controle,

ovariectomizadas, desnervadas e ovariectomizadas + desnervadas.

= Verificar a participagdao dos hormonios sexuais femininos e do nervo
simpatico renal na concentragdo de catecolaminas (norepinefrina) renais em ratas
normotensas controle, ovariectomizadas, desnervadas e ovariectomizadas +

desnervadas.
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MATERIAL E METODOS

1- Animais experimentais:

Foram utilizadas ratas adultas da linhagem Wistar (Ratus novergicus
albinus) com peso variando entre 200 — 250 g, provenientes e mantidos pelo biotério do
Programa de Po6s- Graduagdo em Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal do Espirito
Santo.

Neste experimento os animais foram mantidos em gaiolas, em ambiente com
temperatura controlada (20-24°C) e iluminagdo artificial de acordo com o recomendado
para biotérios de pesquisa (FINEP). As gaiolas permitiram o livre acesso dos animais a
ingestao de dgua e ragao.

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados sob anestesia pelo
hidrato de cloral 10% (40mg/kg) e o término da cirurgia receberam antibidtico
(Enrofloxacina 25mg/ml), por via intramuscular. Os animais foram pesados no inicio € no

final dos tratamentos.

2- Grupos experimentais:
Os animais foram separados, pesados e divididos nos seguintes grupos

experimentais:

¢ grupo controle (Controle, n=8 )
¢ grupo castrado (Cast, n=8 )
¢ grupo desnervado (Desn, n=8 )

¢ grupo castrado+desnervado (Cast+Desn, n=8 )
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Durante o periodo ap6s as cirurgias, os animais foram mantidos em gaiolas
individuais e tiveram 6 dias para sua recuperacdo. No sexto dia foram colocados,
individualmente, em gaiolas metabolicas, para uma aclimatagdo e mantidos por mais oito
dias. No sétimo dia, os parametros analisados ndo foram considerados. Na gaiola
metabdlica, os animais tiveram seu acesso a ingestdo de agua controla por bebedores
milimetrados que continham no méaximo 160ml de dgua. Apods a andlise didria da ingestdo
hidrica, o volume do bebedouro era novamente completado. O acesso a ragdo era livre.
Nesta gaiola coletamos também o volume urindrio diario, isto €, a urina de 24 horas, para

medida da concentracio de sodio.

3. Procedimentos cirurgicos

* Castracao
ApOs a anestesia, as fémeas foram submetidas a uma incisdo de 1 a 1,5 cm na pele e
celular subcutaneo, entre a ltima costela e a coxa, a 1 cm da linha mediana, seguida de
uma incisdo na camada muscular, abrindo a cavidade peritoneal para posterior ligadura
das tuba uterina e remocao dos ovarios. Depois a cavidade peritonial foi suturada com
catgut simples 0 esterelizado, a regido limpa com gaze e a pele fechada com linha de

nailon perto 6.0.
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* Desnervacao Renal

Ap0s a anestesia, os animais foram colocados em uma mesa cirtrgica, onde
tiveram seus pélos da regido entre a tltima costela e a coxa cortados. Foi feita uma incisdo
nessa regido, onde as camadas da pele foram divusionadas, com exposi¢do da cavidade
peritonial até a visualizagdo dos rins. Os rins tiveram seu acesso cirurgico nos flancos
direito e esquerdo, expondo-se a area correspondente ao hilo renal. O procedimento
consiste na remo¢ao dos ramos simpaticos renais que trafegam junto ao tronco arterovenoso
renal dos rins e pincelamento de soluc¢do de fendlica a 10% em alcool sobre a artéria renal,
com a finalidade de se lesar possiveis pequenos ramos que trafegam junto a essa artéria.
Esse procedimento foi realizado com o auxilio de uma lupa (D. F.Vasconcelos S. A. Model
902 e Série 18140), que melhor evidéncia as terminagdes da inervagao renal Terminando tal
procedimento a ferida cirrgica foi suturada em dois planos e os animais receberam

antibiotico (Enrofloxacina 25mg/ml) intramuscular.

4. Massa dos Orgios ( Peso Umido )
Apds os 7 dias de coleta de urina e tratamentos dos animais nas gaiolas
metabolicas, eles, sob anestesia pelo éter etilico, foram sacrificados e o coragdo, os rins € o
utero foram isolados, lavados com solugdo fisioldgica e o excesso de liquido foi removido
com papel de filtro e, em seguida foram pesados. O coragdo teve suas camaras separadas e

pesadas separadamente, de maneira que o septo ficou junto ao ventriculo esquerdo.
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5. Dosagem de Catecolaminas

Apo6s o rim esquerdo ter sido pesado, era congelado em um frasco ambar
contendo em solucdo salina a 0°C. Depois de 7 dias dessa coleta, era feita a dosagem das
catecolaminas.Para a dosagem das catecolaminas, os. rins foram descongelados, o excesso
de salina era retirado com papel toalha e totalmente fragmentados com o auxilio de um
bisturi. Os tecidos foram homogeneizados em solug¢do gelada 4mM EDTA, 7-10 volumes
tamponadas com Tris-HCI em pH 7,4 em 2 excursdes, durante 1 minuto. Todo processo de
homogeinizacao foi realizado em banho de gelo. O homogenato foi centrifugado a 12.000 g
x 10", durante 10 minutos a + 4°C. Os volumes do homogenato e do sobrenadante foram
anotados e separados. O volume do sobrenadante foi empregado para leitura direta de
espectrofotometria de fluorescéncia, em um fluorimetro (HITACH Model F-200), com Ex:

285nm e En: 325nm, usando a Curva Padrao de Noradrenalina (NOR) em nmol/ml abaixo:

NOR F Ex: 285nm
(pmol/ ml) En:325nm
250 623,6
125 361,6
62,5 199,0
31,25 103,6
15,32 53,25
0 1,137
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6. Dosagem de Sodio
O volume urinario didrio foi mensurado e coletado amostras de 24 horas
para quantificar a concentracdo de sddio, durante 7 dias. Essas amostras forma armazenadas
em ependorffs e guardadas refrigeradas até o final do experimento. Ao final de 7 dias, as
concentragdes de sodio foram quantificadas através do fotdmetro de Chama (Instrumental

Laboratories, modelo 943). A unidade de medida foi Eqg.

7. Analise Estatistica
As comparagdes entre os grupos foram analisadas pela ANOVA, seguida
pelo Teste de Fisher.
Todos os resultados foram expressos com média * erro padrdo da média
(EPM).
Estabelecemos um valor de P<0,05 para indicar a diferenca entre os grupos.
Entretanto alguns resultados apresentaram significancia com P<0,01 e P<0,001, os quais

estao devidamente indicados nos graficos e na tabela.
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Resultados

Na figura 1 ndo observamos diferenga nos valores da ingestdo de agua dos
grupos controle, castrado, desnervado e, castrado+desnervado. Embora, pudemos observar

que a ingestdo foi significativamente maior no grupo desnervado do que nos grupos

Controle Castrado Desn Cast+ Desn

castrado e, castrado+desnervado.
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Figura 1: Valores da ingestdo de 4gua em fémeas controle (n=8) , castradas (n=8),
desnervadas (n=8) e, castradastdesnervadas (n=8). Os valores foram expressos como
médiatEPM.## p<0,01 e #p<0,05 quando comparado ao grupo desnervado.
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Na figura 2, observamos que a castra¢gdo ndo modificou o volume de agua
excretado, mas a desnervagdo o aumentou significativamente, em relagdo aos demais
grupos, mostrando o papel do nervo simpatico renal no controle do volume excretado.
Porém, quando a desnervagdo foi associada a castracdo, a excre¢do foi reduzida a valores
similares ao castrado e ao controle, elucidando a interacdo dos hormonios sexuais

femininos com o nervo renal.

20+
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Excrecao de Agua (mL)
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Controle Castrado Desn Cast + Desn

Hit #it

Figura 2: Valores da excregao de dgua em f€meas controle (n=8) , castradas (n=8),
desnervadas (n=8) e, castradastdesnervadas (n=8). Os valores foram expressos como
médiatEPM.## p<0,01 e #p<0,05 quando comparado ao grupo desnervado.
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Na figura 3 observamos que a excrecdo de sodio foi significativamente
maior no grupo castrado, quando comparado ao grupo controle, desnervado e
castrado+desnervado. Esse aumento evidenciou o papel dos hormodnios sexuais na

regulagdo da natriurese.
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Controle Castrado Desn Cast + Desn

Figura 3: Valores da excrecdo de s6dio em fémeas controle (n=8), castradas (n=8),
desnervadas (n=8) e, castradast+desnervadas (n=8). Os valores foram expressos como

médiatEPM. 1 1p<0,01 quando todos comparados ao grupo castrado.
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Na figura 4 observamos que a concentragdo das catecolaminas renais foi menor nos
grupos desnervado e castrado+desnervado, quando comparado ao grupo controle. Essa
reducdo foi em média 70%, evidenciando a efetividade da desnervagdo renal. Além
disso, encontramos um aumento da concentracdo das catecolaminas renais no grupo
castrado, quando comparado ao grupo controle, desnervado e castrado+desnervado. Esse

resultados também foram demonstrados na tabela 1.

20001

(ngl/g)

Tt
I

Controle Castrado Desn Cast+Desn

Concentracao de Catecolaminas Renais

Figura 4: Valores da concentracdo das catecolaminas renais em fémeas controle (n=13),
castradas (n=11), desnervadas (n=7) e, castradast+desnervadas (n=9). Os valores foram
expressos como médiatEPM.** p<0,01 e *p<0,05 quando comparado ao grupo controle.
T 1p<0,01 quando comparado ao grupo castrado.
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Tabela 1: Valores médios de catecolaminas renais de fémeas controle, castradas,

desnervadas e, castradas+desnervadas

Grupos N [ NE ] renal Variacao % da alteracao de [ NE |
ng/g renal
Controle 13 979 + 2217 100
Castrado 11 1521 + 438* +55
Desnervado 7 293 + 78**f+ -70
Cast+ Desnervado 9 284+62** 1+ -71

Valores expressos com média TEPM. *p<0,05, **p<0,01 quando comparado ao grupo

controle. T1p<0,01 e Tp<0.05 quando comparado ao grupo castrado.
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Tabela 2: Valores da relagdo entre peso dos rins direito (RD) e esquerdo (RE), dos
ventriculos direito (VD) e esquerdo (VE) e, do tutero(U) com peso final (PF), dos grupos
controle, castrado, desnervado e, castrado+desnervado.

Grupos Controle (n=8) Castrado Desnervado | Cast+Desn
(n=8) (n=8) (n=8)
Relagdo RD/PF(mg/g) 2.9+0.1 2.840.2 3.0+0.1 3.1£0.2
Relacdo RE/PF(mg/g) 3.4+0.1 3.71£0.2 3.840.2 3.240.3
Relacdo VD/PF(mg/g) 0.6£0.1 0.5+0.1 0.6£0.1 0.5+0.1
Relacao VE/PF(mg/g) 1.9+0.1 1.7£0.1 1.740.1 1.940.1
Relacao U/PF(mg/g) 1.8+0.1 0.5£0.1** 2.0+0.3 0.610.1##

Valores expressos como média = EPM. **p<0,01 quando comparado ao grupo controle
p

##p<0,01 quando comparado ao grupo desnervado.

Na tabela 2, observamos a relacdo do peso dos 6rgdos com o peso corporal e,

verificamos uma redu¢@o na relagdo do peso uterino nos grupos castrados, comprovando a

eficacia da castracdo. J4 em relagdo aos rins e as camaras cardiacas ndo notamos qualquer

diferenca entre os grupos estudados.
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DISCUSSAO

Neste estudo verificamos em ratas Wistar férteis e ovariectomizadas a
participagdo dos hormodnios sexuais femininos na ingestdo espontdnea de agua e, na
excre¢do urindria de agua e sddio, bem como a contribuicdo do nervo simpatico renal
neste mecanismo. Nossa primeira observacdo foi quanto a ingestdo de agua, onde
verificamos que a castracdo reduziu e a desnervagdo aumentou de forma significativa,
uma em relacdo a outra, a sede dessas fémeas. Contudo, ndo observamos diferenca do
grupo castrado, desnervado e castradot+desnervado, em relacdo ao grupo controle,
resultados similares aos encontrados por DiBona & Sawin (1983), Kopp et al. (2003) e
Jacob et al. (2003). Mostrando que ha um envolvimento dos esterdides femininos e do
nervo simpatico renal na manutencao da ingestdo de 4gua nas fémeas.

O grupo castrado mostrou uma ingestdo espontdnea menor que o grupo
controle, porém nao foi significante, corroborando com nossos resultados o que foi
demonstrado por Kisley et al. (1999) e Krause e cols. (2003) em que o consumo de dgua
ndo teve diferenca entre as fémeas ovariectomizadas e as ovariectomizadas tratadas com
benzoato de 17-B-estradiol. Estes resultados indicam que os hormdnios sexuais
femininos ndo participam diretamente do controle para o estimulo da ingestdo
espontanea de agua e sim, modulando os estimulos do circuito neuronal da sede. Um
fato que da suporte a isso € que o consumo espontaneo de agua varia durante o ciclo
estral, com uma ingestdo menor no dia do estro e, apds a ovariectomia, a flutuacao do

consumo de agua ¢ abolida (Tarttelin & Gorski, 1971).
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O estrogénio talvez seja um importante modificador do consumo
espontaneo de dgua (Krause et al., 2003). Em 1999, Kisley et al. demonstraram que ao
induzir a sede pela infusdo de All, este efeito era atenuado quando os animais eram
tratados com estrogénio. Isso ndo ocorria com o tratamento com progesterona,
mostrando que o estrogénio tem um efeito antidipsigénico, e a progesterona ndo. Ao
combinar esses hormonios, o efeito do estrogénio ndo foi atenuado, isto ¢, o efeito
antidipsiogénico prevalecia.

Em outro estudo, realizado por Stachenfeld et al., (1998) foi observado
que mulheres posmenopausadas com terapia estrogénica por 14 dias, ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante no consumo espontaneo de agua, apoés a infusdo
de solugdo salina hipertonica de 3%, ao serem comparadas ao grupo sem terapia
estrogénica. Resultados similares foram observados em mulheres jovens em diferentes
fases do ciclo menstrual e em outras que faziam uso de contraceptivos orais com
estrogénio e progesterona, ndo tiveram modificacdo no balanco dos fluidos corporais,
inclusive na ingestdo hidrica (Stanchenfeld et al., 1999).

A influencia do estrogénio na redug¢do do estimulo da sede e ingestdo
hidrica, parece ser mediado por mecanismos ativados no sistema nervoso central em
que, segundo Krause et al., (2003) hd uma inibi¢do da ligacdo da AIl aos seus
receptores no OVLT, uma vez que foi observado que o estrogénio ndo inibe a sintese
periférica de All, apds um tratamento estrogénico com a medi¢do da concentragdo de
AlI sérica. Muitas investigagdes apontam para a interagdo entre o estrogénio e o SRA
produzido no SNC, onde o estrogénio poderia modular a inducdo da sede causada pela
AlI (Fujisawa et al., 2001; Kisley et al., 1999), um fato que comprova isso ¢ a presenga

de receptores AT, e de receptores de estrogénio no OSF (Kisley et al., 1999; Rosas-
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Arellano, 1999; Simerly et al., 1990), em que o estrogénio estaria diminuindo a ligagdo e
o numero de receptores da AIl no OSF (Simery et al., 1990; Kisleyet al., 1999),
atenuando assim, a resposta dipsogénica induzida pela AIl no OSF e no OPMn (nucleo
pré-optico médio) (Tanaka et al., 2003). Um outro dado relatado por Kisley et al. (1999)
foi que o estrogénio poderia atenuar a responsividade do “circuito da sede” a All, uma
vez que foi observado no ciclo estral de ratas, no ciclo menstrual de mulheres e, ou no
tratamento de reposicao estrogénica, havia uma alteracdo na ingestao hidrica espontanea.
O circuito da sede ¢ uma integracdo neuronal e humoral que geram os
sinais que ocasionam a sede. Destacam-se os nucleos OVLT, sensivel principalmente as
alteragdes na osmolaridade plasmatica, o OSF e o OPMn, que sdo afetados pelas
concentragdes de AIl sistémica e central. Esses trés grupos de neurdnios, presentes na
regido anterior do encéfalo, conectam-se através de sinapses que levam o estimulo até os
centros integrativos superiores, para a resposta motora da sede. H4 ainda o NPBL
(ntcleo parabraquial lateral), presente na regido posterior, que recebe sinapses aferentes
do NTS e da area postrema (AP), estimuladas pelos barorrecptores arteriais e
cardiopulmonares, bem como os osmoceptores viscerais, conectando-se ao OPMn, para
a integragdo dos sinais periféricos, com o circuito central (McKinley & Johnson, 2004).
Estes possiveis efeitos andipisiogénicos do estrogénio podem ser
explicados através condutancia i6nica das membranas do OSF, diminuindo a
possibilidade da propagagdao do potencial de acdo para o estimulo da sede (Gu & Moss,
1996, Mermelstein et al., 1996), na alteragdo na sensibilidade dos neurotransmissores do
circuito da sede (Wong et al., 1992), na regulagdo da atividade e/ou do niimero de
receptores de AIl no OSF (Kisley et al., 1999), na modula¢do da atividade do SRA

central, na sensibilidade da AIl no SNC (Tanaka et al., 1986) e nas vias sindpticas
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angiotensinérgicas (Chung et al., 1988). Portanto, o estrogénio pode causar uma
diminuic¢do na expressao dos receptores AT; no SFO, explicando, pelo menos em parte,
a diminui¢do do estimulo para sede .

A interacdo do estrogénio com SRAA ¢ muito controversa, variando de
acordo com: a metodologia utilizada, o 6rgdo analisado, as fases do ciclo hormonal, as
diferentes espécies e, a quantidade de sal na dieta. Além disso, ndo existe apenas o SRA
sistémico, mas varios SRA locais, tecidos-especificos, como o renal, cardiaco, cerebral,
testicular (Dzau et al., 2001).

A interacdo do estrogénio com o SRA tém sido demonstrada em vérios
estudos (Olkers, 1996), em um deles castracdo foi capaz de aumentar a densidade da
enzima conversora de angiotensina (ECA) e a densidade dos receptores AT; nos nucleos
OSF, NPV, OPMn e nos rins de fémeas Wistar (Gallagher et al., 1999). Apesar de ndo
haver uma modificacdo da ECA plasmatica, houve uma redu¢do na densidade da ECA
pulmonar. O tratamento com o estrogénio aboliu o efeito da castragdo em todos os
resultados. Ao avaliar a atividade da ECA em ratas Sprague-Dawley ovariectomizadas, o
tratamento com 17-B-estradiol por 18 a 20 dias, ocasionou uma diminuicdo significativa
na expressdo do RNAm da ECA nos rins, tanto na regido cortex, quanto na medula
renal, no pulmao e na aorta (Gallagher et al., 1999). Além disso, trabalhos realizados em
nosso laboratorio, mostraram que a ovariectomia aumentou a atividade da ECA
plasmatica e ndo alterou a atividade da ECA nas artérias coronarianas de ratos
(Gongalves et al., 2004). Contudo, no trabalho de Ahmed e cols. (2004) o uso de
contraceptivos por mulheres jovens ap6s uma infusdo com All, ndo parece estar
associada com uma diminui¢do dos receptores AT,  j& que houve um aumento no seu

RNAm, se comparado aos da mulheres que ndo faziam uso dos contraceptivos. O uso
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desses contraceptivos resulta em um dramatico aumento na circulagdo dos componentes
do SRAA, incluindo a AII (Kang et al., 2001). Portanto, os componentes do SRAA sao
regulados cooperativamente e por mecanismos compensatérios (Dean et al., 2005).

Portanto, muitos trabalhos elucidam o papel antidipsiogénico do
estrogénio no SNC, mas nossos resultados ndo demostraram esse efeito, provavelmente
devido a um tempo pequeno de experimento. Contudo, isso foi comprovado por
Verlander et al. (1998), demonstrando que em 8 semanas ap0s a ovariectomia, as fémeas
castradas exibiram um consumo hidrico significativamente maior que as controle,
mostrando que este mecanismo ¢ tempo dependente.

Quando o rim ¢ desnervado os efeitos preponderantes de retencdo de
sodio e liberacdo de renina sdo abolidos ou reduzidos. Neste estudo, verificamos que os
animais desnervados apresentaram maior ingestdo e excrecdo de agua, que prova a
importancia do SNSR para o controle do balanco hidroeletrolitico. O nervo renal
contribui significativamente para a regulagcdo da atividade dos rins (DiBona, 1977;
DiBona, 1982; Gottschalk, 1979; Kim et al., 1979). O aumento da atividade da eferéncia
do nervo simpatico renal (ENSR) resulta em aumento da resisténcia vascular renal
(RVR), liberacao de renina e retengdo de sodio (Diz et al., 1982 ), podendo facilitar o
desenvolvimento da hipertensdo (Guyton e al., 1972). H4 evidéncias que indicam que
essas influencia neurais e renais na reabsor¢do de sodio sdo mediadas por
adrenoreceptores localizados no espaco antiluminal do tibulo proximal e, possivelmente
nos segmentos distais da parede do néfron (DiBona & Sawin, 1982).

O nervo simpatico renal pode sofrer um estimulo de baixa (0.6Hz), de
média (1.2Hz) e de alta (2.4Hz) freqiiéncia, ocasionando mudangas diferentes nas

funcdes renais (DiBona & Sawin, 2004). A baixa freqiiéncia resulta em aumento da
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atividade da renina plasmatica (ARP) e diminui¢do da excre¢do do sodio urinério, sem
alteracdes no fluxo sanguineo renal (FSR) e freqiiéncia de filtragdo glomerular (FFG). J&
a média e alta freqiiéncia, diminuem a excre¢do de sodio, aumentam ainda mais a ARP
e, também diminuem a FFG e o FSR. Contudo, outros autores (DiBona & Kopp, 1997;
Juste et al., 1998; DiBona & Sawin, 2004;) dividem este estimulo, em baixa freqiiéncia
(£1.0Hz), chamado de subvasoconstritor, que ndo alteram o FSR e FFG, apenas
diminuem a excrecao de sodio urinario € aumentam inicialmente a liberagao de renina.
E, alta freqiiéncia (>1.0Hz), o vasoconstritor, alterando os pardmetros anteriores e
diminuindo a hemodinamica renal. Em ratos, a atividade basal do NSR ¢ baixa, portanto,
apresenta um baixa reabsor¢do de sal e 4gua (DiBona & Kopp, 1997).

A importancia da participagdo do nervo simpatico renal no controle da
excrecdo de sal e dgua foi demonstrada por nosso resultados, quando observamos um
aumento de 89% na excre¢do de dgua no grupo desnervado. Estes resultados corroboram
os estudos de Kline & Mercer (1980) e Moss & Harrigto (1981) demonstraram que a
elevada excre¢do urinaria de sodio, era atenuada com o retorno da resposta vascular
renal nos ratos desnervados, em cerca de 14 apds a cirurgia, devido a reinervacdo. A
recuperagdo da resposta ao nervo renal, ocorre em paralelo, com o aumento da
concentragdo de noradrenalina (NOR) renal. Embora, os resultados sdo conflitantes, ja
que em rins transplantados de humanos, passam a conservar sédio em cerca de 38 e/ou
46 dias apo6s a cirurgia (Blaufox et al.,1969). Outros resultados, mostram que a
reinervacdo ocorre com cerca de 16-17 dias em ratos (DiBona & Sawin, 1983). Por isso
consideramos a reinervagao renal ocorrendo em cerca de 15 dias e, adotamos um

protocolo que durasse esse periodo.
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A osmolaridade ¢ a propriedade das solu¢des que determina a
concentragdo efetiva total de todas as substancias dissolvidas (solutos). A osmolaridade
média dos fluidos corporais estd em torno de 290-300 mOsm ou aproximadamente 1.8 x
10 solutos/mL (Toney et al., 2003). Quaisquer alteragdes na osmolaridade pode
ocasionar respostas neurohumorais complexas na tentativa manter o equilibrio
cardiovascular e dos fluidos corporais. H4 consenso que as alteragdes na osmolaridade
sdo percebidas pelo SNC, na parte anterior da 1amina terminal (McKinley et al., 1992a) e
possivelmente pelos neurdnios magnocelulares (NMCs) do hipotalamo (Bourques &
Olict, 1997).

A sede ¢ um subtipo de estimulo que leva os humanos e outros animais da
ingestdo espontanea de dgua, com o objetivo da manutencdo dos fluidos corporais.
Pequenas alteragdes no volume dos fluidos extracelulares e intracelulares, ocasionam
sinais neuronais que levam a sede. Um aumento de 1-2% na osmolaridade sérica ou a
desidratacdo intracelular ativa os neurdnios dos osmoreceptores, localizados no OVLT e
no OSF, levando a ingestdo de agua. Os OVLT e OSF estdo presentes na regido da
parede anterior do terceiro ventriculo (3V), conhecido também como lamina terminal,
cuja barreira hemato-encefalica estd ausente (McKinley & Johnson, 2004). Em
particular, a parte dorsal do OVLT e a parte periférica do OSF sdo osmossensiveis no
rato. O OPMn (6rgao pré-optico médio) esta situado na parte longitudinal entre estes
dois grupos de neurdnios e integra a regido do AV3V e, ¢ fortemente ativada por
estimulos osmoticos. Segundo Johnson et al., (1996) lesdes na OPMn diminuem a
geracdo da sede pelos neuronios OSF e OVLT. Além disso, a inje¢do
intracerebrovascular de antagonista de All, nos nicleos OPMn, atenua o estimulo para a

sede, confirmando assim, a presenca de vias angiotensinérgicas e de receptores de AT,
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nesses neurdnios Parece claro que a lamina terminal é a regido cerebral em que as
alteracdes na osmolaridade, na concentragdo de AIl sdo percebidas e que acabam
ocasionando a sede. Outras projecdes de uma area do hipotadlamo lateral, como o NPV o
nucleo periaquedutal também estdo envolvidas na geracdo da sede.

A ativacdo do SNS contribui para o aumento do tonus vascular, do
retorno venoso, da freqiiéncia cardiaca, da contractilidade e da reabsorcdo de sodio e
agua, por vias eferentes como a do nervo simpético renal, que ativando a libera¢do de
renina das células granulares do aparelho JG, leva a um aumento dos niveis circulantes
de AIL Ou ainda por mecanismos intrarenais, como os baroceptores renais, que levam a
um aumento na liberagdo de renina, com diminui¢do da pressdao de perfusdo renal e,
conseqiientemente AIl. Esse aumento circulante de All, ativa os receptores do OSF e as
vias angiotensinérgicas, relacionadas com a geragdo do estimulo para a sede (McKinley
& Johnson, 2004).

A administragdo de renina e All sistémica geram um forte estimulo para a
sede (Johnson et al., 1996). Isso foi demonstrado em muitos mamiferos, como ratos,
caes, cabras, ovelhas e humanos. Esse efeito dipsiogénico ¢ maior ainda, quando a All ¢
administrada intracerebral, ja que estimula os neurénios da lamina terminal, como os
OSF e MnPO, e ativa as vias sindpticas angiotensinérgicas (Johnson & Thunhorst,
1997).

A regulacdo homeostatica da ingestdo espontanea de agua no SNC ¢
multifatorial, merecendo destaque os sinais osmoticos, 16nicos, hormonais, os circuitos
neuronais convergentes e integrativos, bem como os diferentes estimulos para cada um
deles (Tanaka etal., 2003). Portanto, mesmo que muitos trabalhos mostram que o

estrogénio iniba a sede, nds ndo encontramos isso em nossos resultados, talvez por um
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tempo pequeno de experimento, mostrando que a ingestdo hidrica ¢ parcialmente
dependente dos hormonios sexuais femininos em fémeas férteis. A participagdo do nervo
renal esta relacionada com o balanco de agua e sal renal, bem evidenciado em nossos
resultados, elucidando, que a ingestdo hidrica ¢ dependente da integridade do nervo
renal.

Nossos resultados mostraram que além de ingerirem mais agua, as ratas
desnervadas apresentaram uma maior excre¢do de agua se comparadas aos demais
grupos. Comprovando o envolvimento do sistema nervoso simpatico renal no controle
da excrecdo de 4gua nesses animais. A ovariectomia, conseqiiente auséncia do
estrogénio ndo alterou seu padrdo de resposta. Parece que, neste caso, os hormonios
sexuais femininos, ndo modulam diretamente, a excrecdo de agua, pelo contrario,
estariam aumentado a reten¢do de dgua e de sal, como mostrado nos resultados similares
aos nossos verificados por e Brooks et al., (2001) e Stachenfel et al. (2005).

A retengdo de dgua corporal ¢ comum em estados com altas
concentragdes de estrogénio, como imediatamente precedendo a ovulacdo (Veille et al.,
1986), durante a gravidez (Davison et al., 1984) e com o uso de contraceptivos, com o
estrogénio como preponderante (Blahd et al., 1974; Pechere-Bertschi et al., 2002). Essa
retengdo de fluidos corporais se deve pelo menos em parte, a um aumento na
estimulacdo osmotica do HAD, o primeiro modulador da reabsor¢do renal de agua.
Estudos de Patch-clamp usando neurdnios localizados no nticleo supraodtico (NSO) ratos
demonstraram que estes neurdnios respectivamente, despolarizam e hiperpolarizam via
aumento e diminui¢do da osmolaridade extracelular e, que esses respostas resultam de
mudangas na atividade de canais catidnicos mecanosensiveis (Bourque et al., 1994).

Essas pequenas mudancas na osmolaridade plasmatica, ocasionam mudangas rapidas no
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estimulo para a transcri¢do de HAD no NSO e NPV, sugerindo que o estoque de HAD
seja liberado para a circulacdo sangiiinea e, rapidamente reposto por novas sinteses
(Arima et al., 1999). O HAD ¢ sintetizado pelos corpos celulares dos neurdnios
especificos, nucleos supradticos e paraventricular, do hipotdlamo anterior e, seus
axodnios, se projetam para areas da hipofise posterior, cujo estoque e a liberacdo do HAD
ocorrem pela a estimulacdo dos osmoceptores centrais, por alteracdes na osmolaridade

plasmatica (Stachenfeld et al., 1998).

A administracdo exdgena de estrogénio em mulheres menopausadas
(Forsling et al., 1982), demonstraram uma reducdo no volume urinario e na freqiiéncia
de excre¢do de sddio, indicando uma grande retencdo de dgua e de sodio renal
(Stachenfeld et al., 1998).. Apesar de alguns estudos ndo demostrarem diferengas na
concentragdo basal do HAD ao longo do ciclo menstrual (Vokes et al., 1988) ou entre
homem e mulher (Zerbe et al., 1991). Stachenfeld et al., (2002) observaram uma grande
retencdo de agua e sal, durante a administragdo do estrogénio, o qual estd relacionada
com mecanismos intrarenais. Isso também foi observado em nossos resultados, em que o
grupo castrado, na auséncia do estrogénio, apresentou uma elevada excrecdo de sal, em
relagdo ao grupo controle, apresentando uma baixa natriurese.

Talvez a explicagdo disso seja que a agdo antidiurética do HAD tenha
atingido o seu nivel maximo, apesar de uma baixa concentragdo urinaria. Contudo,
pouco se sabe da(s) influéncia(s) do estrogénio nos rins humanos. Alguns trabalhos tém
sugerido que o estrogénio atenue a acdo antidiurética do HAD no rato (Christie &
Shaver, 1974) e outros, que module a a¢do do HAD no ducto coletor ao nivel dos

receptores (Stumpf et al., 1980), ou interfira na sensibilidade ao HAD ou em sua a¢do no
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rim (Wang et al., 1995). Essa modulagdo ocorre provavelmente, ao nivel de receptores
de HAD (Stumpf et al., 1980). Stachenfeld et al. (2003) utilizando mulheres jovens e
tratadas com GnRHa, antagonista do hormodnio gonadotréfico, que mimetiza a
menopausa, verificaram que o tratamento com estrogénio, havia aumentado a reabsor¢ao
de sodio no tubulo proximal. O clearence do HAD foi mais rapido, apos sua infusdo, s6
que ndo foi afetado pelo tratamento com o estrogénio, sugerindo que o estrogénio ndo
afete a sensibilidade renal ao HAD. Estudos animais tém sugerido que o estrogénio nao
afete diretamente no metabolismo do HAD (Crofton et al., 1986; Wang et al., 1995),
mas altere a ligagdo do HAD com proteinas (De Feo, 1996), certamente ocasionando um
tipo de impacto em seu metabolismo. Além do mais, o HAD sofre clearence nos rins via
seus receptores especificos, e que sdo inibidos pelos antagonistas de receptores V,
(Keeler et al., 1991) e, esse receptor € sensivel ao estrogénio (Wang et al., 1993; Dubey
& Jackson, 2001a). Portanto, o efeito estrogénico na modula¢ao do HAD, pode ocorrer a
nivel central.

Um fato que auxiliaria nesse efeito, seria ¢ a presenca dos receptores de
estrogénio em células produtoras de HAD no camundongo (Sar et al., 1980), no rato (Li
et al., 1997) e no nucleo NSO humano (Ishunina et al., 2000; Ishunina et al., 1999).
Além do mais, a estimulagdo osmoética nos neurdnios vassopressinérgicos foi maior em
fatias cerebrais contendo o NOS, de ratas ovariectomizadas, apoés a administragdo do
estrogénio (Barron et al., 1986). Portanto, parece que o estrogénio regula osmoticamente
a liberagdo do HAD no SNC, ja que pode atravessar a barreira hematoencefélica se
ligando as regides moduladoras do AVP no hipotalamo. Contudo, a acdo do estrogénio
na liberagdo do HAD no hipotdlamo pode ser influenciada, pela ativagdo de um dos

subtipos de receptores de estrogénio, o receptor de estrogénio beta (REf) e o receptor de
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estrogénio alfa (REa), que ja foram identificados nos neurdnios produtores de HAD,
com o NSO (Ishunina et al., 2000). Em humanos, RE inibe e, REa estimula a atividade
neuronal dos neurdnios produtores e libertadores de HAD como o NSO (Paech et al.,
1997). Mulheres jovens expressam preferencialmente os REB nesses neurdnios
(Ishunina et al., 2000), contudo, os REP possuem uma menor afinidade pelo 17 -
estradiol que os REa (Kuiper et al., 1997). O estrogénio poderia modular o metabolismo
do HAD via seus receptores.

Os mecanismos responsaveis pela manutengdo do volume urinario nas
fémeas seriam o SRA e o nervo renal e, ambos poderiam ser influenciados pelo
estrogénio. Ao retirarmos a influéncia estrogénica, no grupo castrado, reduzimos a
inibicao do estrogénio sob o SRA, o que poderia explicar a manutengao da excrecao de
agua similar ao controle. Além da reabsor¢do causada pela presenga do nervo renal
intacto, aliado ao SRA, que ¢ um de seus efetuadores. Liu & Cogan, (1988)
demonstraram que o nervo renal intacto, auxiliado pelo SRAA ¢ responsavel por 75%
reabsor¢ao tubular proximal de 4gua e cloreto de so6dio no tibulo proximal. Elucidando a
manuten¢do do volume urinario similar no grupo controle, explicando o grande volume
excretado pelo gruo desnervado. Ao retirarmos a atenuagdo estrogénica sobre o
metabolismo do HAD, ele poderia manter em equilibrio os fluidos corporais, como
observado no nosso grupo castrado.

Muitos estudos t€ém demonstrado que a liberagdo do HAD ¢ reduzida
quando os niveis de estrogénio sdao elevados (Spruce et al., 1985; Trigoso et al., 1996;
Stachenfeld et al., 1998; Stachenfeld et al., 1999; Calzone et al., 2001; Stachenfeld &

Keefe, 2002). Isso poderia explicar o baixo volume urindrio no grupo castrado, apesar de
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uma elevada excrecao de sddio, em que ao retirar o efeito inibitdrio estrogénico sobre o
HAD, ele atuaria no tibulos renais mantendo o fluxo urinario em equilibrio.

O efeito do estrogénio no metabolismo do HAD no rim ¢ dificil de ser
analisado isoladamente em mulheres jovens, j4 que ndo hd fase do ciclo menstrual
normal que ndo haja uma elevacdo dos niveis séricos de estrogénio, sem os de
progesterona (Myles & Fundes, 1996; Stachenfeld et al., 1998; Stachenfeld et al., 1999).
Embora, Calzone et al. (2001), demonstrem que a progesterona ndo influencie na
regulacdo osmética do HAD.

Muitos estudos examinam os efeitos dos hormodnios esterdides na
estimulacdo osmotica do ADH. A gonadectomia previne o aumento da liberacdo do
RNAm do HAD no hipotdlamo em resposta a um aumento da osmolaridade, tanto em
machos quanto em fémeas (Crowley & Amico, 1993; O’Keefe et al., 1995). Embora,
outros trabalhos mostraram que a castra¢do de machos, aumente a expressdo do RNAm
do HAD em resposta a um estimulo osmético (Swenson & Saldek, 1997). Apods o
tratamento com a testosterona nao houve alteracdo nos niveis de HAD. Portanto, a
testosterona parece nao influenciar diretamente na regulagdo do HAD. O tratamento com
estrogénio aboliu a reposta do estimulo osmoético a expressio do RNAm desse
hormonio. A despolarizagdo com KCI ocorre diretamente nos terminais dos axonios dos
neurdnios neurohipofisarios, independente do tratamento com estrogénio ou
testosterona, ndo afetando a liberagdo do HAD. Portanto, o efeito inibitério do
estrogénio talvez ocorra por uma a¢do na membrana plasmatica dos neurdnios
magnocelulares, ja4 que a interagdo do estrogénio com PSB (proteina de soro bovino),
ndo atravessando a membrana, continuou inibindo a resposta do HAD ao estimulo

osmotico (Ke & Ramirez, 1990). Os receptores do hormonios esterdides ndo foram
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encontrados nos NMCs (Axelson et al., 1990; Herbison, 1994). Portanto, um efeito
gendmico classico seria pouco provavel. Contudo, o efeito genomico poderia ser em
outro local do circuito osmotico, como por exemplo em um grupo neuronal da lamina
terminal, como o OVLT (Johnson & Gross, 1993), envolvido na transmissdo da
alteracdes na osmolaridade para o NSO (McKinley et al., 2004).

Um fato de comprova isso ¢ a presenca dos receptores de estrogénio e
androgénio nas membranas dos NSO (Sar & Stumpf, 1981). Assim, os hormonios
esterdides podem inibir a liberagdo hormonal com ag¢des nao-gendmicas nos NMCs ou,
em outros neurdnios do circuito neuronal (Swenson & Saldek, 1997). J& que no
hipotalamo de primatas hd uma maior quantidade do RNAm do REP (Register et al.,
1998). No NSO do rato, foi encontrado o RNAm do REfB, mas ndo RNA m do REa
(Shughrue et al., 1997). Além de que nos neurénios do HAD, demonstraram uma grande
quantidade de RNAm e REB (Hrabovszby et al., 1998; Alves et al., 1998). Eles podem
agir diretamente nos neurénios do HAD, alterando sua permeabilidade i6nica, como por
exemplo o estrogénio inibe diretamente a liberacdo do GnRH, abrindo canais de potassio
(Lagrange et al., 1995).

Recentes trabalhos, mostram um efeito ndo-gendmico do estrogénio em
neurdnios hipotalamicos, agindo sobre receptores acoplados a proteinas Gq, que por
segundos mensageiros como IP3, DAG, ativam a PKA que fosforila canais de potassio,
como os canais de potéssio ativados por calcio de baixa condutincia e os retificadores de
influxo (Kelly et al., 2003; Qiu et al., 2003), ativando-os e levando a hiperpolarizacao,
diminuindo a possibilidade de propaga¢do de um novo estimulo, oriundo de alteragdes
osmoticas. Além disso, podem alterar a liberagdo dos neurotransmissores, como o

glutamato e 0 GABA (Swenson & Saldek, 1997). Ou aumentam o tonus GABAérgico na
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area pré-optica do hipotdlamo e na imenéncia média, potencializando o efeito inibitdrio.
De maneira que o estrogénio aumenta esse tonus nos NMCs e, esse tonus inibitdrio pode
ignorar a excitagdo dos estimulos osmoticos e/ ou a estimulagdo dos N-metil-d-aspartado
(NMDA) (Swenson et al., 1998).

Os aminodcidos excitatorios, glutamato e aspartato, sdo os mediadores
primérios da transmissdo excitatéria. O SNC e possuem um papel importante na
regulacdo neuroenddcrina (Renaud & Bourque, 1991). Seus tipos de receptores sdo N-
metil-d-Aspartato (NMDA) e ndo-NMDA localizados em grande abundincia no
hipotalamo, especialmente do NSO (Hu & Bourque, 1991). A administracdo de um
antagonista ndo-especifico desses receptores, inibiu a liberagdo de HAD estimulada por
um aumento na osmolaridade (Sladek et al., 1995). Mostrando, que os aminoacidos
excitatorios participam da regulagdo osmotica para a liberagio do HAD. Esses
resultados foram similares ao trabalho de Swenson et al. (1998), que ao aplicar um
antagonista ndo-especifico, observou um resultado idéntico com a aplicagdo do
estrogénio, mostrando que, o efeito inibitorio do estrogénio no estimulo osmético para
liberacdo do HAD, ¢ mediado pelos receptores de NMDA.

Ao avaliar a resposta dos receptores de NMDA, em ratos tratados com
estrogénio ligados a proteina de soro bovino (PSB), ndo houve inibi¢do para a liberacao
do HAD no hipotdlamo, mostrando que talvez os mecanismos de membrana ndo
sofreram efeitos inibitdrios do estrogénio nos receptores de NMDA. A administra¢do do
NMDA estimulou a liberacdo do HAD, mas ndo na presenga da genisteina, um
fitoestrogénio com alta afinidade pelo REP. E ao utilizar um agonista REa e antagonista
de RE, a liberagdo do HAD pelos receptores NMDA nao foi abolida. Mostrando que o

efeito inibitério do estrogénio na liberacdo do HAD nos receptores de NMDA (RN) ¢
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mediada pelo REB (Somponpun & Saldek, 2002). Os receptores de NMDA possuem
subunidades (SRN) funcionais, isto ¢ SNR1 e SNR2, que sdo reguladas nos NMCs por
estimulos osmoticos (Somponpun & Saldek, 2003). Os NSOs expressam as SNRI,
SNR2B, SNR2C e SNR2D (Al-Ghoul et al., 1997). O mecanismo pelo qual o estrogénio
poderia modular os receptores de NMDA, seria pela inibi¢do da sintese das SRN, por
alteragcdes nos processos transcricionais das subunidades do receptor de NMDA, ao se
ligar as regides promotoras de seus genes (Somponpun & Saldek, 2003), ou ainda
influenciando nos processos € complexos pos-transcricionarias dessas subunidades,
comprovando esses efeito inibitorio (Safe, 2001). Em outros trabalhos, a diminui¢do dos
REB no hipotdlamo, causa aumento da liberagdo do HAD durante estados de
hipovolemia (Somponpun & Saldek, 2004). Outros trabalhos a ativa¢do do REa teria um
efeito de diminuir essa inibig¢ao (Ishunina et al.,1999; Ishunina & Swaab, 1999). Embora
estudos mostrem que o estrogénio iniba a liberagdo do HAD, ndo encontramos uma
maior excre¢ao de dgua no grupo castrado, quando relacionado ao controle. Além de que
ndo podemos esquecer da influéncia do nervo renal na modulacdo dos fluidos corporais,
para a manutencao do equilibriohidrico.

Os hormonios sexuais femininos, em especial o estrogénio, possuem
efeitos hemodinamicos, metabolicos e vasculares que podem explicar a cardioprote¢do
observada na pré-menopausa (Dantas et al., 1999), contudo um mecanismo com que o
estrogénio e a progesterona possam prejudicar a homeostase do sistema cardiovascular ¢
na regulagdo dos fluidos e no balanco do sddio corporal (Stachenfel et al. 2005), que sdo

regulados, principalmente, pelos rins, através das influéncias de sua inervagao simpatica.
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Muitos trabalhos tem estudado a reposta a desnervacdo renal versus a
inervacdo renal em cdes avaliando as mudangas no volume dos fluidos corporais
(Sadowski et al, 1980). Esses resultados tem produzido alguns conflitos a respeito do
papel do nervo renal na reposta a mudangas agudas no volume dos fluidos do organismo
(hemorragia, expansdo de volume ) em estados conscientes (Lifschitz, 1978). Ao
comparar ratos da raga Sprague-Dawley com desnervagdo renal e intactos, com 15 dias
de experimento, DiBona & Sawin (1983) observaram que a fracdo de excrecdo e o
volume urindrio foram similares, apesar do animais desnervados excretaram mais agua
que o controles.

Kopp & DiBona (1987) , mostraram que ativagdo da eferéncia do nervo
simpatico renal causa reten¢do de sddio e agua, via secrecdo de renina, aumentando a
reabsorcdo tubular de sal e 4gua, diminuindo a FFG e o FSR. A retencdo de sodio
causada pela ativacdo o NSR, ¢ um dos mecanismos mais importantes de agdo renal,
potencialmente envolvidos na reabsorcdo tubular renal de agua e de s6dio (DiBona,
1985; Kopp & DiBona, 1987), como observado no nosso grupo controle. Além do mais,
a carga simpatica, indiretamente, determina a retengdo de sodio e dgua, via estimulacao
do SRAA (Ammons, 1982). Contudo, em animais normais, atividade basal no NSR ¢
baixa, portanto, apresenta uma baixa reabsor¢ao de 4gua e sal (DiBona & Kopp, 1997).
Sob a circunstancia de desnervagdo renal, a reposta dos rins consiste em aumentar a
excrecdo urinaria de sodio e de dgua e, diminuir a secre¢do de renina, sem alteracdo na
FFG e no FSR. Essas repostas sugerem que, que em condigdes basais, hd um tonus
neural simpatico renal, que aumenta a reabsor¢do tubular de sodio a secre¢ao de renina,
mas que ndo had um tonus neural simpdtico renal vasoconstritor (DiBona & Sawin,

2004). Isso poderia explicar o maior volume urindrio que observamos no grupo
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desnervado. Contudo, no trabalho de Liu & Cogan (1988), foi mostrado que apds a
desnervacdo renal, a All foi capaz de aumentar a reabsor¢do tubular proximal de dgua e
NaCl em cerca de 25%, resultado causado por agdes diretas da AIl nos receptores
localizados no tibulo proximal. Essa acdo da AIl poderia explicar nosso resultado do
grupo castrado+desnervado, em que observamos baixos niveis excretados de dgua e de
sal. Auxiliado isso com a castracdo, em que hé a retirada da inibi¢cdo estrogénica sobre o
SRAA e AIl (Olkers, 1996), possibilitaria uma a¢do mais eficiente da All na reabsorcao
dos fluidos corporais a valores similares ao controle.

A desnervagao renal unilateral em caes resultou em diurese e natriurese,
quando comparado com o rim intacto, contudo ndo apresentou mudangas no FSR, na
FFG e na pressao arterial (Barger et al., 1959). No trabalho de Jacob et al.(2003) a
excrecdo urinaria de 4gua em ratos com desnervagdo renal e controles ndo foi diferente,
mesmo quando os ratos foram tratados com diferentes dietas de sal. A desnervagdo renal
unilateral em ratos causam uma elevacao na excrec¢ao de sddio, quando comparados com
os rins contralaterais intactos (Miki et al, 1989a). Os rins intactos apresentaram uma
antinatriurese, apds aumento da atividade do NSR, mostrando uma menor excre¢do de
sodio. Ja com a desnervagdo de ambos os rins, a antinatriurese foi abolida (Miki et al,
1989b). Nossos resultados mostram uma elevada diurese no grupo desnervado, com a
natriurese similar ao controle. Isto poderia indicar que o simpdatico renal estaria
controlando a diurese e, que a natriurese ndo foi tdo intensa, devido a agdo da All,
promovendo a reabsor¢do de sddio.

Esses efeitos dissociados na atividade do SNSR nos rins, como os
observados neste trabalho, em que o grupo desnervado mostrou uma diurese aumentada,

com uma natriurese similar ao controle, pode ser explicado pelos diferentes niveis de
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estimulacdo da eferéncia simpdtica renal, de modo que certos estudos indicam que a
baixa freqiiéncia de estimula¢do ndo altera na hemodindmica renal (DiBona & Kopp,
1997; Johns, 2002; DiBona & Sawin, 2004) devido a autoregulagdo renal.

A autoregulacdo do FSR, em condi¢des normais, ¢ afetada de forma
diferente pela intensidade de estimulacdo do nervo simpatico renal. Ela pode ser
subvasoconstritora e a vasoconstritora (DiBona, 1988; Persson et al., 1990). A primeira
afeta pouco a autoregulacdo, mas a intensidade vasoconstritora do NSR, diminui o FSR
em cerca de 20%, resultando em progressiva elevacao do limiar de autoregulagdo, isto &,
a diminuigdo da pressao arterial renal (PAR), em paralelo com a redugdo do FSR. O FSR
basal e a dindmica de autoregulagdo do FSR, ndo sdo afetadas pela remogdo do SNSR
via desnervagdo renal ou bloqueio ganglionar com hexametonium (Abu-Amarah et al.,
1998; Just et al., 1998; Osborn et al., 1981). Estudos fisiologicos realizados in vitro
mostram que a autoregulagdo do FSR ¢ ajustada momento-a-momento, de acordo com as
oscilacdes da pressdo arterial renal, necessarias para manter o FSR constante. Essa
espontinea ou dinamica autoregulagdo do FSR estende-se pelas varia¢des de freqiiéncia
da pressdo de perfusdo renal (PAR) (DiBona & Sawin, 2004).

Estudos em cdes normais e ratos indicam que ndo ha alteragdo na
autoregulacdo do FSR, apos a remoc¢do do ANSR, via desnervacdo renal ou bloqueio
com hexametonium (Abu-Amarah et al., 1998; Just et al., 1998; Osborn et al., 1981),
mas a situacao ¢ diferente em coelhos. A desnervagao renal resultou no aumento do FSR
em 42% (Malpas & Evans, 1998) e 55% (Malpas et al., 1998), sugerindo que o nivel
basal da ASNR seja maior nesses animais, que em caes e ratos. A desnervacdo renal
aumentou o FSR renal em ratos com doenca cardiaca e SHR, mas ndo o alterou, em

ratos Wistar e Sprague-Dawley (DiBona & Sawin, 2004).
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A atividade do nervo simpdtico renal talvez seja um dos maiores
determinante do volume dos fluidos extracelulares e da pressdo sangiiinea. Muitos
estudos in vivo e in vitro elucidam direta e indiretamente o papel do sistema adrenérgico
na regulacdo do FSR e FFG (DiBona & Kopp, 1997; Malpas & Leonard, 2000 ). A
presenca dos receptores adrenérgicos tem sido demonstrada em muitos segmentos do
néfron, incluindo as células do ducto coletor medular interno (Garg, 1992; DiBona &
Kopp, 1997), que podem ser acompanhadas por uma estimulo direto da inervagao.
Assim os fatores neurais liberados pelos terminais dos nervos simpaticos nos fluidos
intersticiais e nos rins, como as catecolaminas, que podem também ser originados da
circulagdo, possuem um importante papel modulador no transporte hidroeletrolitico no
ducto coletor.

Estudos de cultura celular, mostram a presenca dos receptores [-
adrenérgicos e ap-adrenérgicos em membranas de células do ducto coletor de ratos, de
coelhos e de humanos (Yasuda et al., 1991; Edwards et al., 1992; Yasuda & Jeffries,
1998). Outros trabalhos elucidam que agonistas dos B-adrenérgicos ativam a producao
intracelular de AMPc, via estimul¢do de uma proteina Gs em células do ducto coletor
medular interno de ratos. Ja os agonistas a,-adrenérgicos estdo acoplados a uma proteina
Gi e, sua estimulagdo prejudica a formacdo do AMPc (Jefries & Pettinger, 1989;
Edwards et al., 1992; Rouch & Kudo, 1996; Yasuda et al., 1996; Yasuda et al., 1997).

A interagdo entre o sistema adrenérgico e a regulagdo hidroeletrolitica no
ducto coletor ¢ muito complexa, devido as interacdes do nervo renal, com os outros
hormoénios circulantes, os efetores do sistema renal, a expressdo e a regulagdo dos
receptores adrenérgicos. Além das diferentes capacidades de ligagdo dos hormonios

adrenérgicos nos receptores alfa e beta. Geralmente, a epinefrina e norepinefrina
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induzem a antinatriurese em animais intactos, com a redu¢ao do FSR, da FFG e
aumentando a fracdo de reabsor¢do de solutos nos segmentos dos tibulos proximais e
coletores renais (Wallace et al., 2004).

Embora o grupo castrado tenha apresentado uma menor ingestao de agua
e uma diurese similar ao grupo controle, foi o que demonstrou a maior excrecdo de
sodio, na ordem de 76% se comparado aos demais grupos, corroborado por uma maior
natriurese demonstrado por (Stachenfeld et al., 1998; Verlander et al., 1998; Stachenfeld
et al., 2005). Recentemente, trabalhos tém mostrado que os hormonios sexuais femininos
regulam as expressoes dos transportadores em diferentes tecidos corporais. No pulmao,
por exemplo, o estrogénio combinado com a progesterona levaram a um aumento na
expressdo dos canais de sodio e nos canais de cloreto (Johannesson et al., 2000). Nas
células dos rins de caes da raga Madin-Darby, o tratamento com estrogénio, aumentou a
expressao do RNAm dos co-transportadores de sddio/ sulfatos (Lee et al., 2000). Assim,
os hormdnios sexuais femininos também exercem efeitos no transporte idnico através
das células.

O canal de sddio epitelial amiloride-sensivel (CNaE) esta localizado
principalmente nas células do tibulo convoluto distal, ducto coletor e ducto coletor
cortical (DCC) nos rins dos mamiferos (Schmitt et al., 1999; Biner et al., 2002). Estudos
mostram que a atividade deste canal ¢ um fator limitante para a reabsor¢do de sodio no
DCC de coelhos (Petty et al., 1981). Anormalidades que aumentam atividade do CNaE,
levam aumento na recaptagdo de sédio, retencdo de fluidos e hipertensdo, em geral, a
sindrome de Liddle (Shimkes et al., 1994), ou a diminui¢do na atividade do canal,
resulta em perda de sal e hipotensdo, geralmente a pseudohipoaldosteronemia tipo I

(Chang et al., 1996). O transporte de sodio ¢ dependente do numero de CNaE
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localizados na membrana epitelial e a freqliéncia com que o sodio ¢ transportado por
eles O canal de ENaC ¢ composto por trés subunidades a, f e y (Canessa et al., 1994) e a
abundancia do RNAm dessas subunidades ¢ um importante fator determinante da
atividade do canal. A aldosterona ¢ modulador do RNAm e das proteinas da aCNaE,
mas nao das outras subunidades no rim de ratos (Masilamani et al., 1999; Stokes et al.,
1998). Gambling e cols. (2004) observaram que ndo havia diferenca na expressdo das
trés subunidades a, B ¢ y do CNaE em ratas Wistar de ambos sexos ao nascer, contudo,
apos 10 e 16 semanas de idade houve um aumento na expressao das trés subunidades na
fémeas, ao serem comparadas aos machos. Essa diferen¢a na expressdao das subunidades
do CNaE foi abolida apds a ovariectomia, sugerindo que os hormonios sexuais
femininos modulariam a expressao desses canais nos rins das ratas. E, conseqiientemente
também a reabsorcdo de so6dio nos segmentos tubulares renais. Essa modulacao
estrogénica explicaria a maior excre¢cdo de sddio observado no grupo castrado, ja que
essa auséncia hormonal diminuiria a quantidade desses canais e, conseqiientemente a
reabsor¢ao de sodio, nos rins desses animais.

Outro ion importante para a regulacdo dos fluidos corporais ¢ o cloreto,
um anion predominante do ultrafiltrado glomerular e reabsorvido ao longo do néfron por
mecanismos transepiteliais ou paracelulares (Aronson & Giebsch, 1997). O transporte
transcelular de cloreto envolve muitas proteinas de membrana, incluindo canais de
cloreto expressos ao longo dos tibulos renais (Morales et al., 1996; Uchida, 2000).
Estudos prévios, elucidam que o canal de cloreto, CIC-2, ¢ membro da abundante
familia dos canais de cloreto e, foi isolado originalmente no coragdo e cérebro de rato,

além de ser expresso em células epiteliais adultas, incluindo as de rim. Como possui
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uma expressdo elevada no rim, esse canal de cloreto pode ter um importante papel na
reabsorcao de cloreto ao longo do néfron (Thiemann et al., 1992).

Nascimento e cols. (2003) utilizando os rins de ratas Wistar, mostraram
que a ovariectomia ocasionou uma reducdo na ordem de 28% na expressao do RNAm do
CIC-2, quando comparada ao grupo controle. A castracdo reduziu a expressao dos CIC-2
em 42% e 52%, tibulo convoluto proximal (TCP) e no tibulo reto proximal (TRP),
respectivamente. Quando foi realizado o tratamento com terapia estrogénica de baixa e
de alta dose, aumentou na expressdo desses canais a valores similares ao controle e, nos
TCP e TRP na ordem de 38 e 86%, respectivamente. Assim, esses resultados sugerem
que o estrogénio ¢ um modulador fisioldgico da expressdo dos canais de cloreto CIC-2,
agindo diretamente no tubulo proximal, uma regido do néfron responsavel por 60% da
reabsorcdo de sal e 4gua do filtrado glomerular (Jacobson, 1981). Essa modulacao
estrogénica explicaria a excre¢do de uma urina mais concentrada no grupo castrado, ja
que com essa auséncia hormonal haveria uma diminui¢do na quantidade desses canais e,
conseqiientemente a reabsor¢do destes ions.

Muitos outros trabalhos suportam a idéia de que uma das agdes do
estrogénio na regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico seja atuando diretamente nos
tabulos renais, através de diferentes mecanismos de agdo (Verlander et al., 1998;
Brunette & Leclerc, 2001; Brunette & Leclerc, 2002; Stachenfeld et al., 2003). Um
deles, seria um mecanismo nao-gendomico, dependente da ativacdo da proteina quinase c-
delta (PKC9), que fosforilaria a proteina quinase a (PKA), para ativar o transportador
trocador Na'/H', aumentando a absorgdo de sédio no tibulo distal. A aldosterona pela
proteina quinase c-alfa (PKCa), ativa o mesmo trocador. Além disso, esses dois

hormonios possuem uma via em comum, ativando a fosfolipase-A, (FLA,), que cliva o
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acido araquidonico (AA) da membrana, e através da via da cicloxigenase (COX), libera
as PGE,, para ativar o trocador Na'/H" em rins de ratas férteis (Harvery et al., 2002).
Outro trabalho que demonstra essa acdo estrog€nica nos tibulos renais foi o de
Verlander et al. (1998) demonstrando, que fémeas castradas apresentaram uma excrecao
de sal maior, se comparado ao grupo controle. Resultados idénticos ao nosso grupo
ovariectomizado. Os grupos sham e os ovariectomizados+estrogénio, ndo apresentaram
diferenca significante excre¢do de sal. De maneira que o estrogénio reduziu a excre¢ao
de sodio nesses animais, como demonstrado em nossos resultados, em que o grupo
controle apresentou uma baixa excre¢do de sddio.. Ao avaliar o Western blots do
cotransportador NaCl (CTNC) nos rins de fémeas, Verlander et al., (1998) observaram
que a intensidade da banda foi marcadamente reduzida pela castragdo, em cerca de 34%.
O tratamento com estrogénio elevou a densidade dos CTNC. Esses resultados elucidam
o efeito direto do estrogénio nas células do tubulo coletor distal, aumentando a
densidade dos CTNC, ja& que existem receptores de estrogénio ao longo do néfron,
possibilitando a sua modulagdo e mostrando um outro mecanismo em que o estrogénio
causaria absorcao de sodio.

Esse mecanismo estrogénico de absor¢cdo de soédio também foi
comprovado por Tran et al. (1998) em que o estrogénio in vitro aumentou a expressao
das proteinas do cotransportador NaCl e da Na-K-ATPase em cultura de células de
tubulos renais distais. Assim a ovariectomia e a terapia de reposi¢do estrogénica teriam
um efeito significativo no transporte de NaCl no tubulo convoluto distal, acarretando
alteragdes clinicas importantes particularmente nas mulheres posmenopausadas, ou
ainda, contribuindo para uma altera¢do no balango dos fluidos corporais em mulheres na

idade reprodutiva, como a hipertensdo na gravidez (Verlander et al., 1998).
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Brunette & Leclerc (2001) em uma incubagdo durante 15 minutos com
17-B-estradiol (10*M) em células dos tubulos proximal e distal de rins de coelhos,
encontraram um forte aumento na recaptagao de sodio, tanto nos segmentos proximais,
quanto nos distais, mostrando que o efeito direto do estrogénio se daria da mesma forma
que os co-transpotadores NaCl (Verlander et al., 1998), e a bomba Na-K-ATPase (Tran
et al., 1998), ocorrendo por mecanismos nao-gendmicos.

O estrogénio ¢ um hormonio esterdide, cujo mecanismo de agdo classico
¢ pela ligacdo a receptores intranucleares. O hormonio atravessa a membrana plasmatica
das células-alvo e se liga aos receptores intracelulares especificos, formando o complexo
hormonio receptor (Nadal et al., 2001; Norman et al., 2004). Esse complexo entdo se
desloca para o nucleo, aonde atua como cofato de transcricdo, ligando-se a regides
especificas do DNA (Silberger & Magleby, 1999), regulando a expressao de genes-alvo
(Tsai & O’Malley, 1994). A ligacdo do complexo hormonio receptor ao DNA induz ou
inibe (Norman et al., 2004) a transcricdo génica, que € seguida pelo processo de traducao
e, caso ndo tenha sido inibida, aumenta os niveis de RNAm, o que leva a formagdo de
proteinas especificas (O’Malley & Means, 1974). As proteinas estdo relacionadas a
respostas celulares (Santos et al., 2004). Além desse mecanismo gendmico cléassico, o
estrogénio age em receptores presentes na membrana plasmatica, que ativam respostas
celulares por segundos mensageiros especificos.

Todos esses mecanismos de agdes estrogénicas diretas e indiretas na
regulacdo da reabsorcdo de sal e de 4gua, explicariam o porqué que as ratas castradas,

com essa auséncia hormonal, apresentariam uma menor expressao desses
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transportadores de soédio e, consequentemente uma maior excre¢do do mesmo,
observado em nossos resultados.

Embora o funcionamento dos tubulos renais de fémeas férteis seja
influenciado pelos esterdides femininos, devido a presenga de seus receptores
especificos (Dubey & Jackon, 2001a), a fun¢do renal ¢ também modulada pela inervagao
simpatica, representada pelo nervo renal, que possui trés neuroefetores: a vasculatura, os
tubulos renais e as células granulares do aparelho justaglomerular (DiBona &
Kopp,1997; DiBona & Sawin, 2003). Outros trabalhos mostram que a ativagdo dos
nervos renais liberam norepinefrina, que estimula os receptores o;-adrenérgicos pos-
sinapticos, localizados na membrana basolateral das células epiteliais tubulares do
néfron, que com subseqiientes sinais intracelulares, aumentam a atividade da bomba de
sodio-potassio-ATPase, que resulta no aumento do transporte e na reabsor¢ao de sodio
transepitelial (DiBona, 2003b).

H4 um crescente niimero de estudos que mostram o importante papel do
nervo simpatico renal na manutencdo da fun¢do renal e da pressao arterial (Le Fevre et
al., 2003). E, este efeito do nervo renal na pressdo arterial, ¢ pelo menos em parte,
mediado através dos niveis basais de AIl (Wagner et al., 1999). Alguns autores sugerem
que o bloqueio da All, diminui a antinatriurese e a antidiurese, mesmo com ativa¢ao do
nervo renal (Handa & Johns,1985; Handa & Johns,1987), haja vista que quando o
SRAA ¢ estimulado por uma baixa ingestdo de sal, a atividade do SNSR também
aumenta, e quando a ECA ¢ bloqueada, a resposta antinatriurética e antidiurética ¢
abolida (Johns, 1987), mostrando que a resposta renal a uma estimulacdo do NSR, é em

parte, mediada pela AIl (Le Fevre et al., 2003).



75

A AIl pode atuar por mecanismos pré-sindpticos, potencializando a
liberagdo de noradrenalina (NOR) pelos terminais dos nervos simpaticos € aumentar a
resposta vasoconstritora pela ativagdo do nervo renal (Suzuki et al., 1992; Takishita et
al., 1994). Especialmente, o efeito da AIl na excrecdo de soédio ocorre,
predominantemente via aumento da liberagdo da NOR nesses terminais simpaticos. E
com a desnervacdo renal, ha uma reducdo dos efeitos da AIl na reabsor¢do tubular
proximal, de cloreto de sédio e 4dgua, em cerca de 75% (Liu & Logan., 1988). Mas,
outros autores discordam destes resultados, como € o caso de Le Fevre et al.(2003), eles
observaram que o rim esquerdo, apesar de desnervado, mostrou uma significante
reducdo na freqiiéncia de excre¢do urindria, que foi abolida com o tratamento com
inibidor da All, indicando o efeito direto da AIl na fun¢ao excretoria renal. Esses dados
foram similares ao nosso grupo desnervado, que embora tenha sofrido desnervagao
renal, ndo apresentou diferenca em relagdo ao controle na excre¢cdo de sodio urindria.
Um outra observacdo semelhante, foi no grupo castrado+deservado, que apesar de
desnervado, ndo apresentou uma excrecdo de sodio significativamente maior que do
grupo controle. Portanto, o SRAA intacto ¢ essencial para uma ativagdo satisfatoria do
nervo simpatico renal, causando antinatriurese e antidiurese. Le Fevre et al.(2003)
observaram que o bloqueio da All atenua significativamente, mas ndo aboli a reposta de
antinatriurese e antidiurese do rim com estimula¢do simpdtica, sugerindo em efeito
indireto da AIl e um efeito direto do nervo, sinergicamente, na fun¢do excretoria renal.
Na verdade ha uma interacao entre os efeitos diretos do nervo renal, os efeitos indiretos
da All e os ajustes mediados pela autoregulacao renal, realizados momento-a-momento
(DiBona & Sawin, 2004) que pode amenizar mudancas ocasionadas pelos dois

primeiros, para tentar manter o FSR constante.
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Além da agdo do SRA sist€émico ha, o SRA central que possui um
importante papel no nivel basal da atividade do SNSP. Esses efeitos podem ser
observados com microinje¢des de antagonistas de receptor de All do tipo AT; no bulbo
ventrolateral rostral (BVLR) de ratos normais, com dieta com baixo sodio, levando a
estimulos paralelos para atividade da renina plasmatica (ARP) e, diminui¢do da pressdo
arterial e da ANSR. Isso ndo foi observado em animais com uma dieta normal e alta de
sodio (DiBona, 2002b). Portanto, h4 fortes evidéncias que a All, provavelmente
originada do SNC, estimularia a atividade do sistema nervoso simpatico periférico, via
acdo no SNC, em seus nticleos regulatorios. Muitas evidéncias reforcam que a atividade
do sistema nervoso simpatico renal seja um elo entre o sistema nervoso central e os rins,
para o desenvolvimento da hipertensdo arterial. Além do mais, os efeitos do aumento da
atividade do SNSR afetam em vérios aspectos da fung¢do renal, que sdo semelhantes a
diminuicdo da habilidade dos rins de excretarem sodio e dgua, definindo assim, uma
disfuncdo excretoria renal pelo balango alterado de sal e 4gua, levando a um aumento da
pressdo arterial (DiBona, 2002a; DiBona, 2002c¢ ).

Embora, muitos trabalhos mostrem que o nervo renal estimule
diretamente a reabsor¢ao de sodio, a desnervagao renal, resulta em natriurese ¢ diurese
aguda (Rogenes & Gotschalk, 1982; Jezierska-Kompanowska et al, 2001). Resultados
mostram que isso poderia influenciar na regulagdo da pressdo em um prazo maior que 7
dias, com uma dieta diferenciada de sddio, contudo o nervo pode suportar variagdes na
pressdo arterial, em dietas normais de sddio (Jacob et al., 2003). Portanto, embora alguns
estudos mostrem que com a desnervagdo renal hd um aumento na excre¢do urindria de
sodio (Miki et al., 1989a; DiBona, 2003b), existem outros resultados que ndo

encontraram diferengas significantes (DiBona & Sawin, 1983; Kopp et al., 2003), como
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mostrado pelos nossos resultados, tanto no grupo desnervado, como no
castrado+desnervado. Provavelmente, por uma interacdo de fatores como a
autoregulacdo, mantendo o FSR constante (DiBona & Sawin, 2004), o -efeito
compensatdrio realizado pelo SRAA, ap6s a desnervagdo (Liu & Logan, 1988), a dieta
normal de sdédio, que afeta pouco o nervo renal e, ou um tempo curto de experimento
(Jacob et al., 2003), como demonstrado em outros trabalhos com resultados similares ao

nossos nos grupos desnervados (DiBona & Sawin, 1983; Kopp et al., 2003).

O nervo simpatico renal libera catecolaminas pelas suas varicosidades,
alterando as fungdes renais. Portanto a ocorréncia natural de catecolaminas (CA)
plasmaticas, marcadamente, tem atraido grande interesse para a atividade adreno-
simpatica em humanos normais, bem como estados patologicos. A epinefrina (EPI) ¢ um
hormonio que ¢ liberado pela medula adrenal diretamente para a corrente sangiiinea,
apos estimulos fisioldgicas ou sobre situagdes estressantes. Seus efeitos mais
caracteristicos sdo a lipdlise, a glicogenoélise,0 aumento a freqiiéncia e da forga de
contracdo no musculo cardiaco (Eriksson, et al., 1993). A norepinefrina (NOR) ¢ o
hormdnio precursor da EPI, com func¢do de neurotransmissor no sistema nervoso central,
bem como no sistema nervoso periférico, estando envolvida no controle da pressao e
fluxo sangiiineo. A dopamina (DO) ¢ precursora das duas anteriores e, também ¢
neurotransmissora no SNC (Eriksson, et al., 1993).

A importancia fisioldgica da catecolaminas (CA) ¢ bem estabelecida nos
mamiferos. Em resposta ao estress, a NOR ¢ liberada pela ativacdo dos terminais do
sistema nervoso simpatico localmente com inervagdes teciduais. Além disso, a NOR e a

EPI sdo secretadas pelas glandula adrenal, e juntamente com outros hormdnios atingem
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os tecidos pela circulagdo (Floysand & Serck-Hanssen, 1991).A liberagdo de NOR ¢
usada como indicador da atividade dos nervos simpaticos em varios 6rgaos, uma vez que
o aumento local da quantidade de NOR tecidual, pode ser dado pela sua maior liberagdo
e menor recaptagdo dos terminais simpaticos (DiBona, 2002c). Em pacientes com
hipertensdo essencial hd um liberagdo cardiaca de NOR maior que em pacientes
normotensos, enquanto que a recaptagdo de NOR cardiaca ¢ menor nos pacientes
hipertensos, que nos normotensos (Rumanir et al., 2000). Embora trabalhos ndo
demonstrem a liberacdo de CA renais em hipertensos e normotensos, nosso trabalho
avaliou essa concentracdo em ratas normotensas, ovariectomizadas, desnervadas e
castradas+desnervadas. Mostrando que a concentra¢do de catecolaminas renais do grupo
castrado apresentou um aumento significante, apesar do seu nervo renal intacto, em
cerca de 55%. O grupo desnervado apresentou uma redu¢do na ordem de 70% se
comparado ao grupo controle, evidenciando a efetividade da desnervacdo renal. Nossos
resultados foram corroborados por Jacob et al.( 2003), que afirmaram que a quantidade
de NOR nos rins ¢ marcadamente reduzida nos ratos com desnervagdo renal, apesar de
diferentes protocolos (Jacob et al., 2003). N6s mostramos que hd uma interagdo dos
hormonios sexuais femininos na liberacdo da catecolaminas renais de ratas Wistar
férteis. Outro trabalho que mostra essa interagdo de hormonios sexuais femininos e
catecolaminas ¢ o trabalho de Pechere-Bertschi et al. (2002), em que os niveis de
catecolaminas plasmadticas aumentaram significativamente nas mulheres na fase lutea,
quando comparadas a outras presentes na fase folicular do ciclo menstrual.

Apesar de outros trabalhos considerarem a efetividade da desnervagao
com uma reducao das CAs renais de 95% (DiBona & Sawin, 1983; DiBona, 2003b), eles

utilizam uma metodologia mais especifica, como HPLC. Contudo, Di Marco et al.,



79

(2003) mostraram que as c¢lulas mensagiais do glomérulo possuem a maquinaria celular
biossintética necessaria para a produ¢do de catecolaminas, sugerindo que possam atuar
de forma paricrina e autdcrina na regulacdo da hemodidmica glomerular, e na
microcirculagdo renal. Portanto, os valores basais de CA que encontramos em nossos
grupos desnervados, talvez sejam produzidos pelas proprias células renais.

O SNSR quando ¢ ativado libera a NOR nos tiibulos renais, aumentado a
reabsorcdo de 4gua e sal e, o estrogénio estaria modulando esta ativagdo. Assim quando
o animal ¢ ovariectomizado haveria uma diminuicdo da reabsorcdo de sddio, por
conseguinte, apresentaria um aumento na excrecdo do mesmo, devido auséncia das
acOes estrogénica especificas nos tubulos renais, como mostrado por estudos anteriores
(Verlander et al., 1998; Brunette & Leclerc, 2001; Nascimento et al., 2003; Gambling et
al., 2004). Por outro lado, em relagdo os niveis de CA renais, o grupo castrado mostrou
um aumento em sua liberacdo, de modo que podemos constatar que o estrogénio
atenuaria a liberagdo de NOR pelo nervo renal, nos rins das ratas férteis, apresentando
assim, uma baixa excrec¢ao de sddio, como mostrado em nosso grupo controle.

Existem muitos trabalhos que indicam que uma da fungdes protetoras do
estrogénio no sistema cardiovascular seja via modulagdo do sistema nervoso autondmico
(He et al., 1998;Saleh et al., 2000;. Saleh et al., 2000; Saleh et al., 2005). Os receptores
de estrogénio j& foram identificados nas regides do SNC envolvidas com a regulagdo
cardiovascular, em geral, a area préoptica, o nlicleo paraventricular, o nticleo supraético,
o nucleo do trato solitario, bulboventrolateral e 4rea postrema (Pelletier et al., 1988;
Simonian & Herbison, 1997). Experimentos com ratos machos e fémeas tem
demonstrado uma mudanga significante no tonus autondmico, via efeitos diretos do

estrogénio nos neurdnios parassimpaticos e simpdaticos pré-ganglionares no ntcleo
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ambiguo e nas células da coluna intermédiolateral, respectivamente (Saleh et al., 1999;
Saleh et al., 2000). H4 um aumento do tdnus parassimpatico apds a injecdo de estrogénio
no NTS e no nicleo ambiguo. E uma diminui¢do do tonus simpatico apos a injecao de
estrogénio no NTS e no BVLR (Saleh et al., 2000). Em outro trabalho, a injecdo do
antagonista de receptor de estrogénio, ICI 182780, aboliu esses efeitos (Saleh et al.,
2005). Saleh et al., (2000), verificaram que em ratas Wistar, a pressdo e a ANSR
diminuem significativamente apds 30 minutos da injecdo de estrogénio nos nucleos do
NTS, BVLM, NPB, CNA e espago intratecal. Essa reducdo da ANSR ¢
aproximadamente 27% quando comparado ao controle, mostrando que o aumento
encontrado na concentragdo das catecolaminas renais do nosso grupo castrado, ¢
causado pela falta da inibicdo do estrogénio da ANSR, que ocorre a nivel central.

Outro dado que corrobora com nossos resultados ¢ o trabalho de He et al.
(1998), que apds 20 minutos de uma aplicacdo aguda de estrogénio intravenosa em
fémeas Sprague-Dawley, foi mostrado uma redu¢do na freqiiéncia cardiaca, na atividade
do nervo renal e a atividade do nervo esplanico, em relacdo as rata controle. Aos 90
minutos apds a infusdo estrogénica, a queda da atividade do nervo simpatico renal era de
30%. Isso também pode ocorrer durante um tratamento cronico com estrogénio, em que
os niveis circulantes de NOR e a freqiiéncia cardiaca sdo menores (Lindheim et al.,
1992). Em um outro trabalho, Saleh et al. (2005) observaram um aumento significante
da PAM e a ANSR apods 30 minutos da aplicacdo do estrogénio, no cortex insular de
machos. A aplicagdo do antagonista de estrogénio, IC182.780, aboliu esses aumentos. A
aplicacdo do estrogénio com bicuculina (antagonista de receptor GABAa), mostrou
resultados similares ao aumentou da ANSR, e, isso ndo ocorreu apds a co-aplicagdo do

estrogénio com CPP e/ou DNQX (antagonista de receptor NMDA ndo-especifico e
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especifico, respectivamente), mostrando que a modulagdo do estrogénio no tonus
simpatico pode ser mediada pela via de neurotranmissdao GABAérgica.

Ao comparar as fémeas intactas, com as ovariectomizadas, as segundas
mostram um aumento significante na ativacdo do sistema nervo simpdtico, o que foi
abolido ap6s um tratamento com estrogénio (Mohamed et al., 1999; Saleh & Connell,
1999). Nossos resultados demonstraram isso através da elevada concentracdo da
catecolaminas nos rins das ratas ovariectomizadas, j& que ndo havia atenuagdo
estrogénica sob SNSC.

O papel do estrogénio na fun¢do reprodutiva e na prevencdo de suas
desordens com a idade ¢ bem estabelecida. Muitos estudos tem sugerido que o
estrogénio reduz o risco do desenvolvimento do mal de Alzheimer (Kawas et al., 1997),
do cancer de célon (Nanda et al., 1999), de doengas cardiovasculares (Godestein et al.,
2000), catarata (Worzata et al., 2001) e osteoporose (Nelson et al., 2002). Essas agdes do
estrogénio correspondem a uma vasta distribuicdo de receptores de estrogénio em varios
orgaos (Kuiper et al., 1997), inclusive nos rins (Dubey & Jackson, 2001a). Estudos
epidemioldgicos indicam que a perda da funcdo ovariana na menopausa ¢ um fator de
risco especifico para doengas cardiovasculares, ¢ mulheres na menopausa apresenta o
dobro da incidéncia de doengas cardiovasculares quando comparado as mulheres na pré-
menopausa (Stevenson, 2000). O rim também ¢ um importante alvo de expressdo génica
dependente do estrogénio (Jelinsky et al., 2003), devido a presenga de seus subtipos de
receptores ERa ¢ ERp (Carley et al., 2003; Sharma & Thakur, 2004), e a incidéncia de
doengas renais aumentam apos a menopausa, sugerindo que o estrogénio pode prevenir o
desenvolvimento e progressdo da doencas renais nas fémeas (Shim et al.,2004).

Mulheres sdo protegidas contra a progressdo da doenga renal (Silbilger et al, 1995)
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Resultados recentes de uma metaanalise usando 68 estudos indicam que no homem com
doenca renal cronica de varias etiologias, sdo afetados por mais tempo e mais rapido que
as mulheres (Neugarten et al., 2000). H4 uma ampla evidéncia de estudos
epidemioldgicos e de modelos experimentais de injuria renal que o estrogénio ¢
responsavel pela maior protecdo das mulheres a progressdo da doenga renal (Stewart,
1994; Silbilger et al.,1995). Portanto, ha uma prote¢do renal em fémeas férteis.

O aumento da geracdo e da deposi¢do de proteinas na matrix extracelular
sdo um dos passos iniciais para o desenvolvimento da faléncia glomerular e diminuigdo
da fun¢do renal (Diamond & Karnovsky, 1988). O estrogénio suprime sintese de
colageno na células da macula densa (Kwan et al., 1996; Lei et al., 1998; Silbilger et al.,
1998a; Silbilger et al., 1998b ), sugerindo que o estrogénio limita a progressdo a
glomerulosclerose via reducdo de acumulo na matrix extracelular, apds a injlria
glomerular. Além de que o estrogénio ¢ um potente antioxidante de radicais livres,
protegendo as células da macula densa contra os efeitos dos fatores de crescimento
induzidos pelos radicais livres (Dubey & Jackson, 2001a).

Portanto, esse nosso achado talvez seja uma outro mecanismo cardio e
renoprotetor do estrogénio em fémeas férteis e a sua auséncia na menopausa, aumentou
a atividade do nervo renal, acarretando uma maior liberagdao de catecolaminas renais e
abolindo a sua protecdo renal natural contra possiveis danos causados pelas mesmas e,
podendo aumentar a incidéncia de doengas na pés-menopausa.

Para a proliferagdo e manutencdo fisiologica do Utero ¢ descrito a
importancia da concentragdo do estrogénio. J& que o Utero, maior orgdo alvo dos
hormdnios ovarianos, possui mudangas sincronizadas de prolifera¢do e de diferenciacao

em reposta a mudangas nos niveis de estrogénio circulante, observados por exemplo,
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durante as fases do ciclo estral (Sharma & Thakurt, 2004). Ao compararmos as ratas
ovariectomizadas com as controle, notamos uma redugdo significante no peso uterino,
evidenciando a efetividade da castracdo e, indiretamente, a auséncia dos hormonios
femininos neste grupo. Embora, o estrogénio tenha um efeito proliferativo uterino,
outros estudos demonstram que ele ¢ antimitogénico, como suas acdes em células de
musculo liso vascular (Gebara, 1996), em células de artérias coronarianas humanas
(Dubey et al., 2004aa) e em células mesangias glomerulares humanas (Dubey et al.
2003), ocasionando um efeito protetor. Provando que essas acdes do estrogénio sdo
tecidos-especificas e tempo dependente. Em nosso grupo castrado, ndo observamos
alteracdes no peso dos rins e das cdmaras cardiacas, apesar de estudos mostrarem que a
auséncia estrogénica poderia ocasionar danos cardiacos (Gebara, 1996; Dubey et al.,
2004) e renais ( Dubey & Jackson, 2001a; Dubey et al. 2003) nessas fémeas..

Enfim, diante desses resultados, podemos concluir que:

- O estimulo espontidneo para a sede ¢ parcialmente dependente dos
hormdnios sexuais femininos, devido suas influencias inibitorias do estrogénio nas agdes
do HAD, via receptor de NMDA, e nas agdes da AIl. De modo que os hormonios

sexuais femininos contribuem para a regulacdo hidrica nas fémeas.

- O nervo simpdtico renal possui uma contribuicdo importante no
controle da excregdo renal de dgua e sddio. Essa contribui¢do simpética ndo ¢ maior que
a dos hormonios sexuais femininos no controle da excre¢ao de sédio em ratas fémeas
Wistar férteis, devido as agdes desses esterdides na expressdo de transportadores,

principalmente, de sodio e de cloreto;
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- Os hormonios sexuais femininos desempenham um papel modulador
importante na liberag¢do das catecolaminas no rim pelo nervo simpatico renal, através de
suas agdes em nucleos centrais que controlam a atividade simpdtica autonémica, dado
pela magnitude do aumento na concentracdo das catecolaminas renais nas ratas

ovariectomizadas.

- Ha uma interagdo fisiologica dos hormonios sexuais femininos e o
nervo simpatico renal no controle das fun¢des do rins nas ratas em idade reprodutiva,
podendo ser importante mecanismo renoprotetor, uma vez que apds a ovariectomia foi
observado um aumento na atividade do nervo renal com maio liberacdo de

catecolaminas renais e seus possiveis efeitos maléficos no organismo feminino.
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