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MAGALHAES-NUNES, A.P. Efeitos cronicos do aumento da liberacdo de
serotonina, da inibicdo da recaptacao pré-sinaptica de serotonina e da estimulagao
de receptor 5-HT14, na sede e no apetite por sédio em ratos. 2009. 79p. Dissertacdo
(Mestrado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 20009.

Para investigar a hipotese da influéncia do status do sistema serotonérgico no
controle da resposta dipsogénica e do apetite ao sddio, analisamos os efeitos de ratos
tratados cronicamente com um liberador cerebral de serotonina, fenfluramina, um
agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT e um inibidor da recaptacdo pré-sinéptica de serotonina,
sertralina (SERT). Animais tratados com agonista 5-HT1A e com liberador cerebral de
serotonina, foram submetidos a deplecdo de sédio e, posteriormente, a ingestdo de
fluidos foi aferida. O primeiro grupo diminuiu significativamente a ingestdo de salina
hipertbnica, enquanto o segundo grupo intensificou o apetite ao sddio 2 semanas ap6s 0
inicio do tratamento com fenfluramina. O consumo de dgua ndo foi alterado em nenhum
dos grupos, quando comparados aos seus respectivos grupo controle. Os animais
tratados cronicamente com SERT que sofreram deplecdo de sddio, obtiveram uma
intensa resposta natriorexigénica. Por outro lado, a privacdo de agua induziu uma menor
ingestdo de agua em ratos tratados cronicamente com SERT quando comparado-0s aos
do grupo controle. O estimulo osmdtico evocou uma resposta dipsogénica
significativamente menor no grupo SERT. A privacéo de fluidos e de alimentos induziu
uma baixa resposta dipsogénica em ratos tratados com SERT quando comparados aos
controles, mas sem diferenca significativa na ingestdo de salina hiperténica. O aumento
da densidade urinaria em ratos tratados com SERT correlaciona-se com 0s maiores
niveis plasmaticos do hormdnio anti-diurético e ocitocina na 4% semana pds-tratamento.
Os resultados obtidos em ratos tratados cronicamente, com o agonista 5-HT14 € com 0
liberador cerebral de serotonina, sugerem uma possivel alteracdo da atividade cerebral
serotoninérgica, influenciando assim a expressdo do apetite ao sodio, pois
possivelmente ocorreu uma dessensibilizacdo de autoreceptores 5-HTi;ao com o
tratamento com 8-OH-DPAT, e deplecdo cerebral de serotonina, obtida com o
tratamento com fenfluramina. Os resultados relativos aos animais tratados cronicamente
com sertralina, constituem as primeiras evidéncias de alteracdo no limiar de sede e de
apetite ao soédio. Essas alteragdes sdo possivelmente consequiéncia da hiponatremia
gerada pela secrecdo inapropriada de ADH e OT.

Palavras-chave: Tratamento crénico, sistema serotoninérgico, sede, apetite por sodio,
ratos wistar.
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MAGALHAES-NUNES, A.P. Chronic effects of increased release of serotonin,
inhibiting pre-synaptic reuptake of serotonin and the stimulation of 5-HT1A receptor in
the thirst and the appetite for sodium in rats. 2009. 79p. Dissertacdo (Master in
Veterinary Medicine, Clinical Science). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

In order to investigate the hypothesis of the influence of serotonergic system on
the control of dipsogenic and sodium appetite, we examined the effects of chronically-
treated rats with the brain serotonin releaser, fenfluramine, the 5-HT1A agonist, 8-OH-
DPAT and the selective serotonin re-uptake inhibitor, sertraline. Animals treated with 5-
HT1a agonist and brain serotonin releaser were sodium—depleted and then their fluids
intake analyzed. The first group decreased significantly the salt intake response while
the second group intensified the sodium appetite 2 weeks after the first administration of
fenfluramine. The water consumption was not altered in none of the groups when
compared to their respective controls. Sodium-depleted animals that were treated with
sertraline showed a more intense natriorexigenic response. On the other hand, water
deprivation induced a lower water intake in SERT-treated rats than the controls.
Osmotic simulation evoked a dipsogenic response significantly lower in SERT group.
Fluids and food deprivation induced a weak dipsogenic response in SERT treated-rats
compared to controls but without difference on saline intake. An increased urinary
density and decreased plasma sodium levels in SERT-treated rats correlated with the
highest plasma vasopressin and oxytocin levels at the 3™ week post-treatment. The
obtained results in chronically-treated rats with the 5-HT;a agonist and the brain
serotonin releaser, suggest that the alteration on the brain serotoninergic activity
influences the sodium appetite expression, possibly after 5-HT;a autoreceptor
desensitization produced by 8-OH-DPAT or brain serotonin depletion achieved with
fenfluramine treatment. The results of chronically-treated rats with sertraline, constitute
the first evidence of alterations on the threshold for thirst and sodium appetite response
in SERT-chronically-treated rats. These alterations possibly are consequence of the
hyponatremia provided by inappropriate secretion of AVP and OT.

Keywords: Chronic treatment, serotonergic system, thirst, sodium appetite, wistar rats.
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1. INTRODUCAO

1.1. MECANISMOS ENDOCRINOS DA REGULACAO HIDRO-
ELETROLITICA

1.1.1. [ON SODIO

O ion s6dio é um componente essencial para a manutencdo das fungdes
fisiolégicas em quase todos os mamiferos. Dado que ele ¢ o principal eletrdlito do
fluido extracelular, ¢ desempenha um papel fundamental na manutengao do volume do
liquido extracelular (LEC) e na composi¢ao dos fluidos do organismo, influenciando
assim na homeostase bioeletrogénica, cardiocirculatoria e hidroeletrolitica. Desta forma
a quantidade de so6dio presente nos fluidos deve ser rigorosamente regulada para
garantir o bom funcionamento de iniimeros processos fisiologicos, incluindo a
permeabilidade idnica das membranas celulares, excitabilidade neuronal, filtragdo
glomerular renal e excre¢do de outras substincias hidrossoluveis, bem como na
estabilidade da pressao arterial, trocas capilares e débito cardiaco.

Perturbacdes na homeostase do s6dio podem levar a conseqiiéncias graves, nos
casos extremos, a minima concentragcao de sodio, pode levar a um colapso circulatorio,
enquanto que os valores acima do nivel normal podem ocasionar hipertensao.

Desta forma, quando ha uma alteragdo neste equilibrio, sendo por excesso ou
diminui¢do deste ion, ou um aumento exagerado de volume, mecanismos especializados
do organismo sdao ativados para restabelecer a homeostase. Os sistemas fisioldgicos
implicados nestes processos sdo o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
peptideo natriurético atrial (ANP), ocitocina (OT), vasopressina ou hormdnio
antidiurético (AVP, ADH), sede e o desenvolvimento do apetite ao sodio, onde
normalmente concentracdes aversivas de sal sdo consumidas durante periodos de
privagdo de sddio. Os substratos fisioldgicos especificamente implicados na homeostase
do sédio integram os sistemas SRAA, ANP, OT e o apetite ao sodio.

1.1.2. OSMOREGULACAO E REGULACAO DE VOLUME

Ambos o0s processos estdo envolvidos na regulagdo do equilibrio
hidroeletrolitico, porém funcionam de formas distintas. A manutenc¢do da osmolalidade
plasmatica e a regulacdo de volume dos varios compartimentos do organismo sao
fundamentais para manutencao das condi¢des fisiologicas em equilibrio.

A osmolalidade ¢ expressa pela razao entre a quantidade total de soluto
dissolvido em uma massa de dgua. O sodio ¢ o principal soluto extracelular e o mais
efetivo em criar um gradiente osmoético que permite o movimento de dgua entre os
compartimentos intra e extracelular. Assim, o conteudo total de sédio e dos anions
que o acompanham (ClI" e HCO’;) determinam, no organismo, a osmolalidade
plasmatica e o volume do liquido extracelular (LEC).

As alteracoes de volume sangiiineo e de pressio do LEC também
constituem varidveis implicadas na regulacdo da ingestdo de agua, porém de
menor sensibilidade. Dessa forma, uma redugao de cerca de 10% do volume



sangiiineo ou da pressao arterial pode motivar a ingestao de agua.

Quando hj alteragdo no volume do liquido extracelular, alguns sistemas sao
ativados para sua correcdo, como o ANP e OT e outros sdo inibidos, como o
SRAA.

Em condi¢des de hiperosmolalidade, sdo ativados principalmente os
mecanismos de secrecdo de ADH e sede, bem como sdo ativados mecanismos
centrais de inibi¢do do apetite ao sodio.

1.1.3. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA

O rim ¢ o principal efetuador dos mecanismos de regulacdo da taxa de excrecao
de sodio. O SRAA atua aumentando a taxa de reabsor¢ao tubular de sédio, mediante
condi¢des em que a concentragdo de sodio esteja abaixo dos valores normais,
contribuindo desta forma para o restabelecimento do volume do LEC.

Apds uma redugdo na concentragdo plasmatica de ion sodio, o rim identifica e
afere a magnitude deste erro e aciona mecanismos relacionados com a retencao de ions
sodio (e conseqlientemente de dgua) através de um aumento de sua reabsor¢ao tubular.

A hiponatremia e as resultantes reducdes no volume do LEC e na pressao
arterial sdo reconhecidas pelo aparato justa-glomerular (AJG). O AJG representa uma
unidade anatomo-funcional, constituida pelas células justa-glomerulares da arteriola
aferente do néfron e pela macula densa do tibulo contornado distal, as quais sd@o
responsaveis pelo balanco tabulo-glomerular e pela ativagio do SRAA com
subseqiiente aumento da liberacdo da enzima renina. Assim, o angiotensinogénio, uma
a2-globulina produzida no figado, ¢ convertido em angiotensina I (ANG 1), a partir da
acdo desta enzima. A ANG I ¢ um decapeptideo que posteriormente ¢ convertido em um
octapeptideo por agdo de uma enzima de conversao (ECA) existente nos pulmdes, na
membrana luminal das células endoteliais vasculares e em outros 6rgdos, levando a
formacao de angiotensina I (ANG II). A ANG II possui uma série de efeitos sist€émicos
e centrais, entre eles o estimulo para secre¢do aumentada de aldosterona pelo cortex da
adrenal e a acdo dipsogénica e natriorexigénica em estruturas da lamina terminal, no
prosencéfalo.

A seguir serdo especificados os principais integrantes do SRAA envolvidos na
sede e no apetite ao sodio.

1.1.3.1. Renina

Secretada pelo AJG, a atividade desta enzima esté relacionada a conversao
sistémica de angiotensinogénio em ANG I.
Os principais mecanismos responsaveis pela liberagao de renina pelo AJG
envolvem:
e Ativacdo de baroreceptores localizados na parede das arteriolas
aferentes relacionada a uma queda da pressao de perfusado renal;
Reducao da concentragao de NaCl nas células da macula densa;
e Estimulos da inervacao simpatica das arteriolas aferentes do AJG.



1.1.3.2. Angiotensina Il

A ANG 1II ¢ proveniente da atuagdo da ECA sobre a ANG I e possui
multiplas a¢cdes no organismo. Os efeitos resultantes de tais agdes englobam
alteragOes de carater sistémico ¢ central tais como:

e Aumento do volume do LEC e do débito cardiaco através da
reten¢do de s6dio e agua no organismo, o qual se da pelo:
0 Efeito direto no epitélio tubular proximal, levando ao
aumento da reabsor¢ao de sédio neste segmento;
0 Efeito indireto, através da ac¢dao da aldosterona, com
conseqliente aumento da reabsor¢ao de s6dio no tubulo distal
e ducto coletor.

e Aumento da resisténcia periférica total, devido a:
O Acao vasoconstritora;
O Acglo sobre o tonus simpatico e vagal e a sensibilidade
barorreceptora;

e Aumento da ingestdo de agua e sodio, e retengao renal de agua,
através do (a):
0 Estimulo da sede (efeito dipsogénico);
0 Liberacdo do Hormoénio Antidiurético, induzindo a retencao
de agua,;
O Apetite ao sodio.

1.1.3.3. Aldosterona

A aldosterona ¢ um mineralocorticéide produzido a partir do colesterol pela
zona glomerulosa do cértex da adrenal. Atua a nivel renal, principalmente no
tabulo coletor, estimulando a reabsor¢cdo de sédio e a secrecdo de potassio e
hidrogénio.

Além disso, a aldosterona estimula o apetite ao soédio, principalmente
quando atua de forma sinérgica com a ANG II.

1.1.4. OCITOCINA

A ocitocina (OT) ¢ produzida no hipotadlamo em pericarios de neurdnios
magnocelulares pertencentes ao nucleo paraventricular (NPV) e supra-optico
(NSO). E transportada através de transporte anterégrado até o lobo posterior da
hipéfise onde fica armazenada, e sera secretada apos estimulo especifico.

Além das acgdes fisiologicas da OT exercidas principalmente sobre a
musculatura uterina e sobre a musculatura lisa que reveste os alvéolos das mamas,
ela também participa da homeostase hidroeletrolitica.

Ja estd bem estabelecido que a OT aumenta a excre¢ao renal de em varias
espécies, possuindo efeitos natriuréticos e caliurético. A OT ¢ secretada em

\

resposta a hiperosmolalidade e hipervolemia. E considerado um hormoénio



natriurético e seus efeitos podem ser explicados por uma agdo direta sobre
receptores especificos, os quais estdo presentes nas células tubulares renais. Além
desses efeitos periféricos, a OT exerce um papel inibitério no controle do apetite
ao sodio.

1.1.5. PEPTIDEO NATRIURETICO ATRIAL

Um dos mais importantes hormonios natriuréticos ¢ o ANP, um
polipeptidio que contém 28 aminoacidos. Ele possui elevado efeito vasodilatador,
natriurético e diurético, agdes mais intensas que a dos outros inumeros
polipeptideos que sdo sintetizados, armazenados e liberados pelos cardiomidcitos
atriais. O estimulo para sua liberagdo se deve ao estiramento da parede atrial
induzido pelo aumento do volume sanguineo. Seu papel principal é normalizar a
volemia e a pressdo sanguinea através de alguns mecanismos:

Vasodilatagao generalizada, devido a sua ac¢do direta;

e Aumento da permeabilidade vascular a agua, favorecendo sua saida
para o intersticio;

e Aumento da filtracdo glomerular, devido a elevacao do coeficiente de
ultrafiltragdo ou da pressao hidrostatica glomerular;

e Diurese e natriurese por:

0 Inibicdo do efeito estimulador da ANG II na reabsor¢ao
proximal de sédio;

0 Redugao da liberagao de renina, aldosterona ¢ ADH;

0 Inibicao direta da reabsor¢ao de so6dio no ducto coletor por um
processo mediado pelo GMP ciclico, o que ocorre
predominantemente na zona medular.

O Vasodilatagdo medular com conseqiiente aumento do fluxo
sanguineo medular.

1.1.6.HORMONIO ANTIDIURETICO

O ADH ¢ sintetizado no pericario de neurénios magnocelulares localizados
nos nucleos paraventricular (NPV) e supra-optico (NSO) do hipotalamo. Ambos
possuem extensOes axdnicas para a hipofise posterior. Uma vez sintetizado, esse
hormoénio ¢ transportado ao longo dos axonios dos neurdnios até a glandula
hipofise posterior. A secre¢do do ADH pela neurohip6fise pode ser influenciada
por multiplos fatores, sendo os principais o aumento da osmolalidade plasmatica e
a queda do volume e da pressdo sanguinea. Outros fatores também podem tanto
estimular sua secrecdo como nduseas, dor, ANG II, nicotina, quanto inibir, através
do ANP e etanol.

A modificagdo na osmolalidade plasmadtica ¢ o principal fator na regulacao
do ADH. Osmorreceptores localizados no organum vasculosum da lamina
terminalis (OVLT) sensiveis a hiperosmolalidade, enviam informag¢des para células
responsaveis pela sintese de ADH, estimulando a secrecdo do hormonio. Ao
contrario, quando a osmolalidade do plasma ¢ diminuida, a secre¢cdo de ADH ¢



inibida.

A queda do volume ou da pressao do sangue também estimulam a secre¢do
de ADH. Os receptores responsaveis por esta resposta estdo localizados tanto em
locais de baixa pressdo do sistema circulatorio (atrio esquerdo e vasos pulmonares)
como no de alta pressdo (arco adrtico e seio carotideo). Esses receptores sensiveis
ao estiramento sdo denominados barorreceptores. Os sinais captados por esses
receptores sdo conduzidos a células secretoras do ADH do NSO via fibras
aferentes dos nervos vago e glossofaringeo.

Os efeitos biologicos do ADH podem ser divididos em agdes renais e agdes na
musculatura lisa dos vasos, como descrito a seguir:

e Estimula a reabsor¢cao de NaCl pelo ramo ascendente espesso da alca de
Henle;

e Aumenta a permeabilidade do duto coletor a agua e uréia. Essa
reabsor¢do de agua no filtrado glomerular ocorre através da inser¢cdo de
canais de dgua (aquaporina II) na membrana luminal das células do duto
coletor;

e Realiza a vasoconstricdo sistémicas de arteriolas, portanto possui a
capacidade de aumentar a pressao arterial.

Devido a esse potente efeito de vasoconstricdo das arteriolas e por sua
capacidade de eclevar a pressdo arterial, ¢ que o ADH recebe outro nome,
vasopressina.

1.1.7. SEDE

A sede ¢ definida como o desejo consciente por dgua. A ingestdo de
liquidos ¢ necessaria para contrabalancar qualquer perda de liquido que ocorra
durante processos fisiologicos e ndo fisiolégicos do organismo. Essa ingestdo ¢
regulada pelo mecanismo de sede que, juntamente com o mecanismo
osmoreceptor do ADH, mantém o controle preciso da osmolalidade do liquido
extracelular ¢ da concentragdo de sodio. O aumento de 2 a 3% da osmolalidade
plasmatica leva a sede, enquanto é necessaria uma queda de 10 a 15% de volume
ou pressao para produzir este mesmo efeito.

O cortex cerebral pode influenciar no comportamento de ingestdo de
liquidos, mas areas hipotalamicas especificas sdo criticas na regulagdo da ingestao
de 4gua. A regido ao longo da parede antero-ventral do terceiro ventriculo
(AV3V) e uma area posicionada antero-lateralmente ao nucleo pré-optico mediano
¢ denominada, centro da sede. Esta tltima area quando estimulada eletricamente
gera uma ingestdo de agua imediata e continua, enquanto durar a estimulagdo. A
osmolalidade aumentada do liquido cefalorraquidiano no terceiro ventriculo
promove o efeito de sede. O OVLT, que fica localizado imediatamente abaixo da
superficie ventricular, na extremidade da regido do AV3V, estd intimamente
implicado na mediacdo desta resposta. Com a descoberta de osmoreceptores
centrais envolvidos no controle da secrecdo de ADH, verificou-se que inje¢ao de
solucdes hipertonicas no hipotdlamo desencadeava o aparecimento de sede,
indicando o envolvimento destes osmorreceptores na ingestdao de agua.

Assim, dentre os estimulos que levam a deflagracao da sede, pode-se citar:



e Osmolalidade aumentada do LEC, que ocasiona a desidratacdo
intracelular, a qual € percebida no centro da sede;

e Diminuig¢des do volume do liquido extracelular e da pressao arterial;

e ANG II, a qual ¢ um potente agente dipsogénico. Esta atua sobre o
orgdo subfornicial (OSF) e o OVLT, os quais possuem receptores
para ANG II. Essas areas estdo fora da barreira hematoencefalica,
permitindo assim que a ANG II se difunda para estas éareas
cerebrais;

e Secura da boca e das membranas mucosas do es6fago.

O desejo de ingerir agua s6 ¢ completamente satisfeito quando a
osmolalidade do plasma e/ou volume sanguineo volta aos seus valores normais.
Assim, capacidade humana e dos animais de regular a ingestdo de liquidos ¢
importante porque impede a desidratagdo e a hiper-hidratagao.

1.1.8. APETITE AO SODIO

O apetite ao sédio, assim como a sede, representam comportamentos inatos
que se manifestam na vida de um animal, e sao independentes de aprendizado.
Este apetite ¢ altamente seletivo ao ion sddio. O sédio ingerido ¢ necessario para
evitar hipotonicidade e para corre¢ao final da volemia apods a ingestdo de agua.
Animais com sede geralmente recorrem a solugdes palataveis, porém, ao
desenvolverem o apetite ao sédio em resposta a hipovolemia, os animais t€ém uma
palatabilidade aumentada para solu¢cdes que contenham sodio, rejeitando agua,
outros minerais a ¢ até solugcdes palatdveis, mas hipossodicas. Assim,
normalmente concentragdes aversivas de s6dio sdo consumidas durantes periodos
de privagao de sal.

As regides direta ou indiretamente envolvidas com a mediacao central do apetite
por sdédio incluem as estruturas da lamina terminal, OSF, OVLT e nucleo pré-optico
mediano (NPOM) e do hipotalamo.

Varios mediadores estao implicados na génese e na inibicdo do apetite ao
sédio. Dentre estes se podem citar ANG II e aldosterona como estimuladores e
OT, ANP e o sistema serotoninérgico como inibidores.

Alguns estudos comprovam a participacdo do sistema serotoninérgico na
restauracdo do equilibrio hidroelotrolitico, através da media¢dao da sede e o do apetite
por sédio.



1.2. SEROTONINA

A serotonina ¢ uma amina biogénica (indolamina) distribuida em diferentes
locais do organismo e participa de diversas fungdes. E encontrada principalmente no
sangue onde atua como agente vasoconstritor, sendo captada pelas plaquetas, no trato
gastrointestinal, onde ¢ secretada pelas células enterocromafins, e possui efeito local de
controle da motilidade intestinal. No cérebro a serotonina atua como neurotransmisor
sendo produzida principalmente por neurdnios serotoninérgicos da rafe mesencefalica,
pontina e bulbar participando de diversos circuitos cerebrais. Também ja foi identificada
serotonina no baco, figado, pulmao e pele, embora a fungdo exata nesses locais ainda
ndo tenha sido bem estabelecida.

No organismo de seres humanos e animais, 90% da serotonina sdo encontrados
nas membranas das mucosas do trato gastrointestinal, 8% a 10% nas plaquetas
sanguineas, enquanto somente 1 % a 2% ¢ encontrada no sistema nervoso central. A
glandula pineal também possui uma elevada concentragdo de serotonina, onde o
composto serve como precursor do hormdnio melatonina.

A denominacdo serotonina foi dada no inicio da década de 30, sendo sero
referente a serum, devido a sua localizagdo plasmatica e tonina relacionada a tone por
sua capacidade vasoconstritora. Posteriormente, na década de 40, identificaram uma
substancia na mucosa intestinal com func¢ao de controle do tonus muscular de vasos
sangiiineos e outros musculos lisos, sendo denominada inicialmente de enteramina até
que na década de 50 percebeu-se que ambas as substincias eram a mesma coisa,
permanecendo a denominacao serotonina para as duas.

A confirmagdo da fun¢do neurotransmissora da serotonina veio quando foi
demonstrado que a mesma esta distribuida no cérebro, em populagdes especificas de
células nervosas e em suas projecdes. Além disso, ja foram demonstradas as vias
metabolicas para sua sintese e inativacao.

O maior grupo de neurdnios serotoninérgicos ¢ encontrado no nucleo dorsal da
rafe (NDR). E importante ressaltar que a maior parte dos neurdnios localizados no NDR
ndo sdo serotoninérgicos, embora ja tenha sido demonstrado que o NDR e ntcleo
mediano da rafe (NMR) contribuem para aproximadamente 80% das fibras que se
projetam para o prosencéfalo.

1.2.1. SINTESE, ESTOCAGEM, LIBERACAO E INATIVACAO

A serotonina ¢ uma indolalquilamina que ¢ quimicamente designada como 3-(2-
aminoetil)-indol, mas classicamente ¢ denominada como 5-hidroxi-triptamina (5-HT).
A estrutura quimica da serotonina (Figura. 1) revela sua relagdo com o aminodcido
triptofano (TP), que ao ser ingerido na dieta, funciona como um precursor do
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Figura 1. Estrutura quimica da 5-hidroxi-triptamina, serotonina.



1.2.1.1. Sintese

A sintese de serotonina cerebral depende da disponibilidade de aminoéacido TP
no plasma. Nesta via metabdlica estdo envolvidas a triptofano hidroxilase (HT)
(triptofano + O, + tetra-hidro-biopterina — 5-hidroxi-triptofano + di-hidro-biopterina +
H,0) e uma descarboxilase (5-hidroxi-triptofano — 5-hidroxi-triptamina + CO5).

A HT ¢ uma enzima que, no sistema nervoso, esta localizada somente em
neurdnios serotoninérgicos, sendo utilizada como marcador de atividade de tais células.
Sdo conhecidas muitas drogas capazes de inibir a atividade dessa enzima, dentre elas p-
cloro-anfetamina e p-clorofenilalanina (PCPA), sendo a ultima considerada o inibidor
classico da HT. A inibicao irreversivel da enzima HT reduz o contetido neuronal de 5-
HT até que novos estoques da enzima tenham sido sintetizados por neurdnios
serotoninérgicos.

O produto da atividade da HT, o SHTP, sofre descarboxilagdo para formar a 5-
HT, através da enzima aromatica L-aminoécido descarboxilase (AADC), presente
também em células catecolaminérgicas.

Existem considerdveis evidéncias de que a taxa de atividade de HT e a
velocidade de formagdo de 5-HT estdo de acordo com o nivel de disparo de neurénos
serotoninérgicos, através da ativacdo de vias intraneuronais calcio dependentes. Além
disso, ja foi demonstrado que a enzima HT ndo ¢é saturada in vivo, sendo a principal
forma de regulacdo da producdo de 5-HT a oferta de triptofano, presente em alimentos
protéicos ingeridos na dieta de origem animal e vegetal. Para haver captagdo de
triptofano por neurdnios serotoninérgicos € necessario que esse aminodcido seja
transportado na corrente sanguinea ligado a albumina e dessa forma possa atravessar a
barreira hemato-encefalica.

1.2.1.2. Estocagem e liberacéo

A maior parte da 5-HT presente no citoplasma de neurdnios serotoninérgicos
estd armazenada dentro de vesiculas, embora uma parte esteja no citoplasma do corpo e
terminais axdnicos. O sistema de captagdo do triptofano para dentro dessas vesiculas
envolve transporte através da membrana e pode ser interrompido através do uso de
reserpina e tetrabenazina, o que bloqueia a formacao de estoque de 5-HT cerebral.

Estudos sugerem que dois diferentes pools de 5-HT estdo presentes em
neuronios serotoninérgicos. Um pequeno pool compreende entre 10% a 25% da
serotonina cerebral e é considerado como o pool funcional, contendo o neurotransmissor
recentemente produzido e primeiramente liberado. Os outros pools contem de 75% a
90% do total de 5-HT neuronal e tem a fung@o de estoque/reserva do neurotransmissor.

O mecanismo de liberagdo de 5-HT envolve um processo exocitotico e ¢
sensivel ao bloqueio de canais de sddio pela tetrodotoxina e a presenca de ions célcio.

Um grande numero de drogas tém sido apontadas como estimuladoras da
liberagdo de 5-HT, como a p-cloro anfetamina (PCA), p-fluor-anfetamina e a
fenfluramina e de forma semelhante aos agonistas serotoninérgicos estimulam uma série
de fungdes fisioldgicas e comportamentais relacionadas as vias serotoninérgicas.



1.2.1.3. Regulacéo da liberacéo de 5-HT por autoreceptores

Da mesma forma que ocorre com outros neurotransmissores, a liberacdo de 5-
HT ¢ modulada pela agao inibitoria de autoreceptores de localizacdo somatodendritica e
pré-sindptica que exercem um efeito modulatério da atividade celular serotoninérgica
através de um sistema de feedback negativo.

Os receptores somatodedriticos suprimem a taxa de disparo neuronal através da
hiperpolarizacdo celular, o que esté relacionado a uma maior condutancia dos canais de
potéassio e parecem exercer efeito inibitorio colateral entre neurdnios serotoninérgicos.
Também atuam inibindo tanto a sintese quanto a liberagdo de 5-HT para as areas
cerebrais que recebem inervagdo serotoninérgica. Da mesma forma, os receptores pré-
sinapticos inibem sintese e liberagdo de 5-HT, embora pare¢a ndo alterar a taxa de
disparo celular.

Os autoreceptores parecem diferir ndo somente quanto a sua localizagdo e
ativacdo, mas também quanto as suas caracteristicas farmacoldgicas. Nesse sentido, ja
foi demonstrado que autoreceptores de localizagdo somatodendritica sdo do subtipo 5-
HT;a ativados por 8-OH-DPAT, enquanto os pré-sindpticos sdo 5-HT;g estdo
presentes no cérebro de humanos e roedores e sdo ativados por RU 24969, embora
ocorra o subtipo 5-HT;p em algumas espécies.

Os autoreceptores serotoninérgicos respondem a alteragdes da concentracdo de
5-HT extracelular. A exposicao prolongada desses receptores ao neurotransmissor, o
que ocorre, por exemplo em situagdes em que hd uma reducio na recaptacao de 5-HT,
gera mecanismos de dessenssibilizacdo de ambos os receptores pré-sinapticos e
somatodendriticos.

1.2.1.4. Formas de inativacdo serotoninérgica

1.2.1.4.a. Recaptacao serotoninérgica

O término do efeito da serotonina liberada sinapticamente ocorre principalmente
por processos que envolvem sistemas de recaptacdo, o que possibilita que o
neurotransmissor seja reutilizado posteriormente. Esse processo envolve a participacao
de uma proteina transportadora encontrada na membrana plasmatica de neurdnios
serotoninérgicos € esta sujeito a cinética de saturacao, dependéncia de alta afinidade por
5-HT.

O processo de recaptagao serotoninérgica ¢ dependente de um gradiente
eletroquimico de sddio através da membrana, o que esta relacionado ao funcionamento
da bomba Na'-K"-ATPase, responsavel por manter tal gradiente.

Dentre as drogas inibidoras da recaptagdo, a sertralina tem tido bastante
destaque, sendo amplamente utilizada como antidepressivo. A atuagao desses
farmacos esta relacionada a um aumento das concentragdes extracelulares de 5-
HT, o que também desencadeia um sistema de feedback negativo nesses
neurdnios liberadores de serotonina, processo esse relacionado a ativagdo de
autoreceptores.



1.2.1.4.b. Metabolizacédo da serotonina

Em tecidos nervosos, a serotonina ¢ metabolizada por um processo de
desaminagao oxidativa. Esse processo ¢ catalizado por uma monamina oxidase (MAO)
gerando um composto que ¢ rapidamente oxidado a acido 5-hidroxi-indol-acético (5-
HIAA), que ¢ considerado o metabodlico primario de 5-HT.

1.2.2. RECEPTORES SEROTONINEGICOS

A fungdo da serotonina ¢é exercida gracas a sua interagdo com receptores
especificos. Varios receptores de serotonina ja foram clonados e identificados como as
familias ou classes de receptores SHT;, SHT,, SHT;, 5SHT4, SHTs, SHTs, ¢ SHT.
Dentro do grupo SHT, existem os subtipos SHT;a, SHTp, SHTp, SHT g, € SHT5.
Existem trés subtipos SHT,, o SHTza, 0 SHT,5, € SHT,¢ assim como dois subtipos
5HTs, o 5SHTsa e 0 SHTsg. A maioria desses receptores esta acoplada a proteinas G que
afetam a atividade da adenilato ciclase ou da fosfolipase C. A classe dos receptores
5HTj5 constituem canais 10nicos.

Os receptores SHT; estdo presentes no trato intestinal e estdo relacionados ao
vomito. Também presentes no trato gastrointestinal estdo os receptores SHT4, onde
funcionam na secrecdo € nos movimentos peristalticos. Os receptores SHTs e SHT;
estao distribuidos por todo o sistema limbico cerebral e apresentam uma alta afinidade
por drogas antidepressivas

1.2.2.1. Receptores 5HT;

Sao divididos nos subtipos SHT;a, SHT 5, SHTp, SHT g, € SHTr que diferem
de acordo com as suas propriedades farmacologicas e moleculares. O subtipo SHT¢ foi
recentemente reclassificado como 5SHT,c.

1.2.2.1.a. Subtipo 5-HT;a

Farmacologicamente esses receptores sdo os maiores representantes da familia
devido a sua afinidade com diversos tipos de agonistas, dentre eles 8-OH-DPAT e os
derivados de azapirona como buspirona e gepirona. Estdo localizados em regides que
incluem principalmente o hipocampo, cortex frontal, entorrinal, amigdala, NDR e
NMR. Sido denominados autoreceptores somatodendriticos no corpo celular de
neurdnios serotoninérgicos.

A ativacdo aguda desses receptores esta relacionada a hiperfagia, hipotermia e
ao efeito ansiolitico e antidepressivo em seres humanos, modelos experimentais e
animais de companhia, mas apenas durante o tratamento cronico.
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1.2.2.1.b. Subtipos 5HTige 5HT1p

A presenca desses subtipos de receptores varia conforme a espécie em questao.
Ratos expressam ambos os subtipos enquanto humanos nao expressam o subtipo SHT .
Embora sejam estruturalmente semelhantes, esses receptores variam de acordo com as
suas propriedades farmacologicas.

Os subtipos SHT5 encontram-se localizados principalmente na substancia negra,
putamen, caudado, globo palido e coliculo superior estando sua ativagdo relacionadas ao
aumento da atividade locomotora, hipofagia e hipotermia, sendo os principais agonistas
farmacolégicos, RU 24969 e CP-94,253.

Ja os receptores do tipo SHTp estdo presentes em baixos niveis no cérebro de
ratos e sdo quantitativamente mais importantes em outras espécies, como humanos, que
ndo expressam SHT;p. A localizacdo desses receptores assemelha-se as do subtipo
SHTp.

1.2.2.1.c. SUbtipO 5-HT1e e 5-HT¢

Esses receptores foram recentemente clonados e possuem propriedades
farmacologicas caracteristicas do tipo SHT;, Pouco se conhece sobre esses subtipos.
Sabe-se que os pertencentes a 1F estdo localizados no hipocampo, cortex e NDR.
Nenhum agonista ou antagonista ja foi desenvolvido para esses receptores.

1.2.2.2. Receptores 5SHT;

Dentro dessa familia o subtipo SHT,s ¢ o representante geral devido as suas
caracteristicas farmacoldgicas. Ainda ndo foi desenvolvido nenhum agonista que seja
caracteristico a um subtipo especifico dessa familia, embora o0 MK-212 ¢ o m-CPP
exibam alguma especificidade aos subtipos SHT,g ¢ SHTyc, quando comparados ao
SHT;a4.

Agonistas gerais para essa familia incluem fenilalquilaminas como DOM, DOI e
DOB. O LSD também pode ser incluido dentre esses agonistas o que inclui essa familia
dentro de teorias de agdes alucindgenas.

Muitos antagonistas gerais ja foram desenvolvidos como a ketanserina,
ritanserina e LY-53857.

Ensaios de auto-radiografia demonstraram a alta densidade desses
receptores no nucleo accumbens, tubérculo olfatério, cortex piriforme e
neocortex.

Os receptores SHT»4 sdo mediadores da agregacdo plaquetdria e da contragdo
dos musculos lisos. Foi demonstrado que os receptores SHT,c estdo envolvidos no
controle da ingestdo alimentar.
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1.2.3. FUNCOES DA SEROTONINA

1.2.3.1. Humor e Ansiedade

Os Transtornos da Ansiedade, principalmente o Transtorno Obsessivo-
Compulsivo e o Transtorno do Panico, estariam relacionados a 5-HT, tanto assim que o
tratamento para ambos também ¢ realizado através da administragdo de antidepressivos
que aumentam a disponibilidade de 5-HT.

1.2.3.2. Sono

Os baixos niveis de 5-HT estao relacionados com alteracdes do sono, comuns
em pacientes ansiosos e deprimidos. Essas alteragdes do sono, como a insdnia,
possivelmente envolvem o desequilibrio entre os sistemas serotoninérgico e colinérgico.
O sistema serotoninérgico participa da geragao das fases Il e IV do sono.

1.2.3.3. Apetite

A serotonina ¢ um importante mediador inibitdrio do ntcleo hipotadlamico
ventro-medial, o qual tem como uma das fungdes, regular a ingestdo de comida e
saciedade. Este efeito hipotalamico ventro-medial ¢ altamente especifico para os
hidratos de carbono, necessitando de outros co-fatores centrais e periféricos para
influenciar a ingestdo de outros nutrientes, como as proteinas e lipideos.

1.2.3.4. Temperatura Corporal

A serotonina produz um efeito duplo sobre a temperatura corporal, de acordo
com o tipo de receptor estimulado. A ativacao do receptor 5-HT; produz hipotermia e a
do receptor 5-HT; hipertermia. A temperatura corporal controlada pelo sistema nervoso
central (SNC) recebe uma influéncia muito grande dos niveis de 5-HT. Isso talvez possa
explicar porque algumas pessoas e animais de companhia apresentam febre de origem
emocional.

1..2.3.5. Dor

A serotonina ¢ um importante modulador descendente (a partir do nicleo magno
da rafe bulbar) da via nociceptiva no corno dorsal da medula espinhal. A depressao
diminui o limiar de percep¢ao a dor e a administracdo de agonistas da serotonina produz
analgesia em animais de laboratério. E bem conhecido o efeito dos antidepressivos
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triciclicos, especialmente da amitriptilina, para controle dos casos de dor psicogénica ou
de outros tipos, como por exemplo, a enxaqueca.

1.2.3.6. Ritmo circadiano

O sistema serotoninérgico ¢ um dos principais circuitos neurais implicados na
modula¢do do nucleo supraquiasmatico hipotalamico, regulador central dos ritmos
circadianos enddgenos.

1.2.3.7. Antidepressivos

O efeito da serotonina nos quadros depressivos ¢ avaliado pela observagao de
respostas neuroendocrinas diminuidas mediante a administragdo de agonistas da
transmissdo serotoninérgica e por estudos de deple¢dao de TP na dieta.

1.2.3.8. Antipsicoticos

Os antagonistas da serotonina podem atuar como antipsicdticos, como € o caso
da ritanserina, ou como antidepressivos, como a clorgilina. As principais indicagdes
desses antagonistas sdo: esquizofrenia, ansiedade, enxaqueca, hipertensdao arterial,
trombose e alteracdes circulatorias.

1.2.3.9. Regulagéo Hidroelectrolitica

Ha evidéncias da participagdo do sistema serotoninérgico no controle da sede e
no apetite ao sodio, que serao detalhadas adiante.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. PARTICIPAC}AO DO SISTEMA SEROTONINERGICO NA SEDE E
NO APETITE AO SODIO

Evidéncias nos ultimos 20 anos tém implicado a participacdo de vias
serotoninérgicas ascendentes no controle do equilibrio hidroeletrolitico. Ademais,
estudos em nosso laboratoério evidenciaram a participagdo do sistema serotoninérgico no
apetite ao sodio (BADAUE-PASSOS et al., 2003; OLIVARES et al., 2003; LIMA et al.,
2004; CAVALCANTE-LIMA et al., 2005a,b; CEDRAZ-MERCEZ et al., 2005; REIS,
2007).

Estruturas da lamina terminal (LT), incluindo o OSF (6rgdo circunventricular
dotado de receptores para ANG II e ANP), a parede da regido AV3V, OVLT e o NPOM
constituem areas relacionadas com o controle das alteracoes hidroeletroliticas e
cardiovasculares (BEALER, 1988; FITZIMONS, 1998; DE LUCA JR, 2000).

As regides direta ou indiretamente envolvidas com a mediacdo central do apetite
ao sodio incluem as estruturas da LT, OSF, OVLT, NPOM e do hipotalamo
(FITZSIMONS, 1998, MCCANN et al., 2003; ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004).
Estas estruturas, ricas em receptores de 5-HT, s3o inervadas por neurdnios
serotoninérgicos e transmitem reciprocamente sinais ao NDR (AZMITIA & SEGAL,
1978; BOSLER & DESCARRIRES, 1988; SCROGIN et al., 1998; FITZSIMONS,
1998; REIS, 2007).

Os neuronios do OSF sdo responsivos a 5-HT por ativagdo de vias pos-sinapticas
através de multiplos subtipos de receptores, sendo as resposta excitatorias mediadas
pelos receptores 5-HT,4 € 5-HT,c, € as respostas inibitorias mediadas pelos receptores
5-HTa (SCROGIN et al., 1998).

Dados recentes sugerem que durante a fase de saciedade do apetite ao s6dio ha
uma rapida recuperacao da osmolalidade plasmatica, concentragao de sodio e de volume
extracelular. Estas mudancas sdo detectadas e integradas por neurdnios da LT. Esta
informacao ¢ entdo transmitida para o NDR através de uma conexao monossinaptica. O
NDR via 5-HT, modula o apetite ao sodio, por inibir a ingestdo de sal (BADAUE-
PASSOS et al., 2007; REIS, 2007). Isto sugere que, no processo de restabelecimento da
homeostase do fluido corporal apos deple¢do de sédio, neurdnios do OSF, OVLT e area
pré-Optica que se projetam para o NDR sdo significantemente ativadas e que essas
células podem desempenhar um papel da saciedade ao sal mediada por serotonina.

O NDR recebe informagdes viscero-sensoriais relativas a deplecao de volume do
LEC (TANAKA et al. 1991; BADAUE-PASSOS et al., 2007; REIS, 2007). Desse relé
neural informagdes integradas sdo transmitidas ao OSF (FITZSIMONS, 1998). Ha
evidencias que neurénios do OSF dotados de receptores para ANG II sdo projetados
para o NDR (TANAKA et al. 1998) o que suscitou a hipotese segundo a qual este
circuito monitora os niveis circulantes de ANG II mediante oscilagdes na concentragao
de s6dio e/ou do LEC. Ademais, uma porcentagem semelhante de neurdnios
serotoninérgicos com respostas excitatérias e inibitdrias também sdo sensiveis a ANG
II, apesar da relagdo funcional entre a serotonina ¢ ANG II no OSF ainda nao ter sido
totalmente elucidada (SCROGIN et al., 1998).

Assim, circuitos como o NDR e o OSF podem desempenhar um importante
papel na modulagado cardiovascular e no equilibrio do LEC (TANAKA et al., 2001).

14



O NDR constitui um grupamento de células que em sua maioria, pelo menos na
regido ventro-medial, ¢ representada por neuronios serotonin€rgicos os quais projetam-
se rostralmente (AZMITIA & SEGAL, 1978; STEINBUSCH, 1981; AZMITIA, 1987,
BOSLER & DESCARRIES, 1988). A atividade ascendente dos neurdnios
serotoninérgicos da rafe mesencefalica ¢ modulada pela liberagdo local de 5-HT.
Evidéncias experimentais revelaram que o NDR estd envolvido com a regulagdo do
equilibrio hidroeletrolitico e, demonstraram que a deple¢do de 5-HT cerebral e lesdes
eletroliticas desse nucleo reduzem drasticamente a liberacdo de ANP em condi¢des
basais ou apos expansdao de volume do LEC e diminuem a excrecdo de sodio apos
hidrata¢ao por sonda oro-géstrica (REIS et al., 1994). Dados obtidos com deple¢do de
5-HT cerebral, através da administra¢ao de para-clorofenilalanina (LIMA et al, 2004) ¢
de lesdes excitotoxicas do NDR com acido iboténico confirmaram estas observacdes
(CAVALCANTE-LIMA et al., 2005a).

Lima et al., (2004), demonstraram que a deple¢do de serotonina cerebral com
para-clorofenilalanina, exagera o apetite ao sddio em paradigmas de deplecao de sddio e
agua ou apos estimulagdo B-adrenérgica.

Em resumo, Olivares et al., (2003) e Cavalcante-Lima et al., (2005a,b),
evidenciaram que lesdes eletroliticas e exitotoxicas no NDR induzem um intenso apetite
por sédio em condigdes basais e apds deple¢ao de volume.

Além disso, Franchini et al., (2002) demonstraram que a expressao do c-Fos em
neurdnios serotoninérgicos do NDR fica diminuida apds deplecao de sodio induzida por
dialise peritonial e torna-se aumentada apds a ingestao de sddio induzida e espontanea.

Desta forma, estabeleceu-se a hipdtese de que vias serotoninérgicas ascendentes
originadas na rafe mesencefalica sdo recrutadas para o processamento da saciedade ao
sodio, exercendo uma inibi¢do tonica sobre o apetite ao sodio (FRANCHINI et al.,
2002; OLIVARES et al., 2003; CAVALCANTE-LIMA et al., 2005a,b; REIS, 2007).

Esta observacdo correlaciona-se com trabalhos anteriores os quais demonstraram
que, a administragdo sistémica de liberador cerebral de serotonina ou de agonista de
receptor SHT,c inibem o apetite ao sodio (BADAUE-PASSOS et al., 2003) e que a
administracao intracerebroventricular (icv) de agonistas serotoninérgicos de receptores
da familia 5-HT, provoca um aumento da excre¢do urinaria de sodio (REIS et al., 1991;
ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004).

Em tratamento realizado com dexfenfluramima, uma droga anorexigena
envolvida na neurotransmissao 5-HT, e metergolina, um antagonista 5-HT, observaram-
se respectivamente uma diminuicdo e um aumento na ingestdo de salina 1,8%, tanto no
grupo de animais submetidos a deplegdo de so6dio e agua quanto nos animais que
tiveram acesso ad libitum, confirmando assim o envolvimento do sistema
serotoninérgico no apetite ao sodio (ROAUH-ROSILIO et al., 1994).

Animais submetidos a quatro testes de privagdo de dgua e deplecdo de sodio,
com intervalos de sete dias entre eles e analise diaria dos niveis de ingestdo de agua e
salina 1,8%, aumentaram a ingestdo de salina hipertdnica, ao contrario do grupo
controle, e ndo apresentaram alteracdo na ingestdo de dgua durante os episodios de
privagdo (PEREIRA et al., 2002). Da mesma forma, estudos indicam um elevado apetite
ao sodio em ratos submetidos a prolongada privacao de sédio (oito dias), porém foi
observado que o estrogénio pode atenuar esse apetite ao so6dio induzido (STRICKER et
al., 1991).

Estudos também demonstraram que o NPV possui um importante papel na
regulacao do apetite ao sodio e na ingestdo de agua. Em um trabalho que investigou a
participacdo de receptores serotoninérgicos 5-HT;a do NPV sobre a ingestdo de sodio
induzida por deplecao, os animais que receberam inje¢des de 5-HT no NPV reduziram a
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ingestao de salina 1,8%, assim como os que receberam inje¢ao de agonista 5-HT 4. Ja a
administracdo de antagonista 5-HT ) especifico, pMPPF, bloqueou o efeito inibitério do
agonista 5-HT;s sobre a ingestdo de salina hipertonica. Com isso observa-se que o
mecanismo serotoninérgico 5-HT ;4 do NPV, modula a ingestdo de sédio induzida por
deplecdo de volume (VILLAS et al., 2007).

Outros estudos relataram que mecanismos serotoninérgicos no nucleo
parabraquial lateral (NPBL) constituem o substrato de um sistema inibitério da ingestio
de NaCl em vérios paradigmas experimentais (MENANI et al., 1996). O bloqueio de
receptores 5-HT,ac no NPBL eleva a ingestdo de salina hipertonica induzida pela
administracdo icv de ANG II ou por combinacdo de furosemida e baixa dose de
captopril (MENANI et al., 1996).

Ha evidéncias sugerindo a existéncia de um percurso serotoninérgico a partir de
corpos celulares localizados no NDR e com terminais dentro do NPBL envolvidos no
controle da ingestdo de agua e ingestdo/excre¢do de sddio (MENANI et al., 1996;
MARGATHO et al., 2007). Além disso, admitiu-se a possibilidade de uma participacao
integrada resultante da interag@o reciproca entre NDR e NPBL objetivando controlar o
apetite ao sodio (REIS et al., 2007)

Adicionalmente Margatho et al., (2008) demonstraram que a expansao volémica
isotOnica ativa neurdnios do NDR que se projetam para o NPBL, suscitando a hipotese
de que os neurdnios serotoninérgicos do NDR que enviam mensagens colaterais para o
NPBL e para o NPV, sdo singularmente posicionados para coordenar centralmente
respostas autondmicas a expansao de volume isotOnica. Isto sugere a existéncia de um
mecanismo integrado entre NDR-NPBL, que pode controlar a resposta a expansdo
volémica através da modulagao da liberagao de 5-HT.

Além disso, Margatho et al., (2007) demonstraram evidéncias de que
mecanismos serotoninégicos no NPBL estdo envolvidos no controle da secre¢dao do
ANP e OT, bem como na excre¢ao de sodio, potassio e 4gua em resposta a expansao de
volume isotonica.

A hipernatremia e a resultante elevagdo de volume do LEC tendem a inibir o
apetite por sodio. Concorrem para estas respostas as aumentadas liberacdes de ANP e de
OT (MCCANN et al., 2003; ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). Receptores para
estes dois peptideos foram identificados na LT e hipotalamo.

Godino et al., (2007) demonstraram que com relagdo ao sistema ocitocinérgico,
tanto a atividade neural da OT, quanto os seus niveis plasmaticos, um aumento de sua
atividade apds a ingestdo de solugdo salina hipertdnica, sugerindo que este sistema
esteja envolvido com o processamento de sinais hiperosmoticos, sendo um marcador de
hipertonicidade.

Nesse mesmo estudo demonstrou-se que os sistemas de inibigdo do apetite ao
sodio, correlacionados aos sistemas 5-HT e OT, podem operar em diferentes niveis.
Considerando que ambos os sistemas sao ativados pela ingestdo de salina hipertonica,
apenas o sistema 5-HT ¢ ativado por qualquer isotdnico ou ingestdo induzida de salina
1,8% e pode estar relacionado com a questdo de saciedade (GODINO et al., 2007). Isto
sugere, embora ndo se tenha provado ainda, que neurénios do NDR possuem um papel
no controle inibitorio do apetite ao sodio e especificamente com processo de saciedade.
O papel do sistema ocitocinérgico ¢ talvez mais restrito a inibi¢do da ingestdo de salina
hipertonica.

Estas observacdes permitiram postular outras possibilidades de modulagdo do
apetite ao sodio, por intermédio de aumento da liberacdo de OT e da transmissao
serotoninérgica para estruturas da LT, particularmente o OSF.

O sistema ocitocinérgico do NPV (FRANCHINI & VIVAS, 1999) seria ativado
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a partir de projecdes serotoninérgicas do NDR e, juntamente com o sistema ANPérgico
(McCANN et al., 2003), inibiria o sistema angiotensinérgico, que estimula a ingestdo de
agua e sodio.

No SNC a serotonina também participa de mecanismos inibidores da ingestdao de
agua, pelo menos em ratos (REIS et al., 1990a,b; MENANI et al., 1996; CASTRO et al.,
2002a,b). Os neurdnios serotoninérgicos do NDR, também exercem um papel
modulador na sede relacionada ao aumento da tonicidade do LEC, e na sede sinalizada
pelo aumento dos niveis plasmaticos de ANG II (FITZSIMONS, 1998). Resultados
obtidos a partir de lesdes do NDR sugerem a participacdo de neurdnios serotoninérgicos
ascendentes na modulacdo da sede induzida por desidratacdo e estimulagdo
angiotensinérgica cerebral (OLIVARES et al., 2003).

Quando o agonista 5-HT,p/2c, mCPP, ¢ administrado via icv, h4d uma inibicao da
ingestdo de agua ap6s desafios dipsogénicos induzidos por privagdo de fluidos,
sobrecarga de salina hipertonica ou por hipovolemia (CASTRO et al., 2002a). Estudos
anteriores demonstraram que a administracdo icv do agonista 5-HT,c, MK-212, modula
a ingestdo de agua induzida pela privagao de fluidos obtidos pela microinje¢do central
de ANG II ou carbacol, bem como pela administracao sistémica ou central de um f-
agonista adrenérgico, isoproterenol (REIS et al., 1990a,b; 1992).

2.2. DROGAS QUE INFLUENCIAM NO SISTEMA
SEROTONINERGICO

2.2.1. FENFLURAMINA

A fenfluramina (FEN) ¢ um liberador de serotonina. Sua a¢do consiste no
bloqueio da recaptacio da 5-HT no neurbnio pré-sinaptico, aumentando e/ou
provocando sua liberacao através de sistemas de transporte de membranas, tornando-a
mais disponivel na fenda sindptica. Parece agir seletivamente sobre o sistema
serotoninérgico, pois doses até¢ 10 mg/kg ndo interferem no sistema dopaminérgico ou
noradrenérgico (BLUNDELL, 1989).

Seus derivados sdo utilizados em foérmulas para inibicdo do apetite (acao
anorexigénica) e redugdo de peso corporal (BLUNDELL, 1984). O efeito anorexigeno
da FEN pode ser atribuido ao aumento da concentracdo de serotonina disponivel ao
nivel dos receptores pos-sinapticos levando conseqiientemente a uma maior transmissao
serotoninérgica (BLUNDELL, 1989).

Cedraz-Mercez et al., (2005), demonstraram que a FEN possui um papel
modulador no controle do comportamento alimentar em codornas pois, quando
administrada em aves em jejum, induz uma resposta hipofagica quando comparada aos
animais controle.

Ja foi reportado que pacientes humanos com diagnoéstico de hipotireoidismo, que
paralelamente realizaram tratamento cronico com este anorexigeno a longo e médio
prazo, desenvolveram insuficiéncia aortica e mitral (KATTAH el at., 1998).

O uso de FEN para perda de peso tém sido associado com o desenvolvimento de
placas caracteristicas nas valvulas cardiacas, causando regurgitacdo. A valvulopatia ¢é
comum em pacientes do sexo feminino, e esta associada com a duragdo do tratamento.
As cirurgias mais freqlientes realizadas nesses casos de valvopatia regurgitante
associada a FEN, sdo de valvula mitral e adrtica. Evidéncias recentes parecem confirmar
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a suspeita de que a estimulagdo excessiva da serotonina sobre o receptor 5-HT,p pode
causar danos e regurgitacdo valvular (ROTH, 2007). Esse efeito ¢ decorrente da
estimulacdo direta dos receptores 5-HT,p por norfenfluramina, um metaboélito da FEN
que se liga avidamente aos receptores 5-HT,p e pode persistir nos tecidos resultando na
promogao da mitogénese dos fibroblastos valvulares (ROTHMAN et al., 2000; ROTH,
2007).

Com as evidéncias a respeito dos efeitos adversos significativos associados aos
agentes anti-obesidade, como lesdes nas valvulas cardiacas e problemas pulmonares, a
fenfluramina e dexfenfluramina, a Food and Drug Administrarion, solicitou a sua
retirada do mercado em 1997.

Além disso, apesar das controvérsias, especula-se que a FEN possa causar
neurotoxicidade. H4 evidéncias de que em tratamento cronico com fenfluramina, ha
uma reducdo nas concentragdes 5-HT no prosencéfalo. Ainda ¢ desconhecido se esses
achados indicam danos reais aos neurdnios serotoninérgicos ou uma deplecdo de longa
duracdo de 5-HT sem danos estruturais. (ZACZEK et al., 1990; RICAURTE et al.,
1991; ROWLAND et al., 1993).

Estudos comprovaram que a FEN aumenta seletivamente a liberagao de 5-HT
nos terminais do NDR, através de sondas de microdialise implantadas na amigdala e no
hipocampo dorsal. A FEN produz um aumento na liberagdo de 5-HT na amigdala, mas
nao no hipocampo dorsal. Isso justifica o aumento de sua liberagao nos terminais do
NDR, pois, a amigdala ¢ inervada principalmente por fibras do NDR, enquanto o
hipocampo dorsal recebe fibras 5-HT principalmente a partir do NMR, corroborando
com o fato que a FEN aumenta liberacdo seletiva de 5-HT nos terminais do NDR
(VIANA et al., 1996).

Ja foi demonstrado que ratos hipotiredideos tratados agudamente com FEN e
submetidos a deple¢ao de sédio e a privacao hidrica, reduzem significativamente o
consumo de salina hipertonica, quando comparado aos controles. De modo similar a
administracdo de FEN em ratos eutirdideos reduz a ingestdo de salina hipertonica em
animais submetidos & mesma condi¢do experimental (BADAUE-PASSOS et al., 2003).

Similarmente, em um estudo realizado com dexfenfluramina, a qual age de
forma semelhante a FEN, e com metergolina, um antagonista 5-HT, houve
respectivamente uma diminuicdo € um aumento na ingestdo de salina hipertonica. A
dexfenfluramina reduziu de 75% para 90% a ingestdo de salina hipertonica induzida
pela deplecdo de sodio, e pelo consumo espontaneo, sem haver alteragdo na ingestao de
agua. Esses dados confirmam o envolvimento do sistema serotoninégico sobre o apetite
ao sodio, e estendem o envolvimento dessas drogas a partir de condi¢des de deplecao de
sodio e livre necessidade (consumo espontaneo) (ROUAH-ROSILIO et al., 1994).

2.2.2. 8- HIDROXI -2 - (DI - N - PROPILAMINO) TETRALINA

O 8 — hidroxi — 2 — (di — n — propilamino) tetralina (8-OH DPAT) ¢ um agonista
5-HT de alta eficacia, e ¢ considerado um protétipo de ansioliticos e antidepressivos.

Essa classe de farmacos exerce suas agoes clinicas através da neurotransmissao
serotoninérgica, devido a sua habilidade em ativar a retro-alimentagdao negativa em
neurdnios da rafe mesencefalica. Por outro lado, a sua administracdo cronica provoca
uma dessensibilizacao dos autorreceptores somatodendriticos 5-HT 4 (ALBERT et al.,
1996; BLIER et al., 1998; BLIER & WARD, 2003). Esses autorreceptores exercem
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papel critico na modulagdo da transmissdo serotoninérgica (ALBERT et al., 1996;
BLIER et al., 1998).

Estudos sugerem que a dessensibilizagdo desses autoreceptores ¢ resultante da
internalizacdo do autoreceptor, levando ao aumento da transmissdo de 5-HT e sua
liberagdo em areas de atuacdo. Assim, esses autoreceptores desempenham um papel
fundamental na eficacia terapéutica dos antidepressivos (RIAD et al., 2001; ALBERT &
LEMONDE, 2004). Essa dessensibilizagdo pode ocorrer depois de duas a trés semanas
de tratamento com agonistas 5-HT 4 (RIAD et al., 2001).

Entre os receptores 5-HT;n cerebrais, ha dois subtipos que podem ser
distinguidos, o autoreceptor somatodendritico 5-HT;o e o receptor poOs-sinaptico
(BLIER et al., 1998; MULLER et al., 2007).

Devido a alta afinidade por 5-HT e a localizagdo dos autoreceptores
somatodendriticos e dos receptores pos-sindpticos nas regides terminais das projecoes
5-HT, ndo ¢ surpreendente que os receptores 5-HT o possam estar envolvidos na
modulacdo comportamental, na emogao e memoria. Estudos nessa area constituem a
base da contribuicdo dos receptores 5-HT ;4 em diversas desordens afetivas e doencas
mentais como ansiedade, depressdo, esquizofrenia e dependéncia de drogas, sendo esses
receptores um importante alvo para intervengdes farmacologicas (MULLER et al.,
2007).

Uma alta densidade de receptor 5-HT,;5 foi encontrada no NDR ¢ NMR, em
areas limbicas do cérebro, tais como hipocampo, septo lateral e amigdala, e em areas
limbicas corticais (MULLER et al., 2007). Foi demonstrado que os autoreceptores
somatodendriticos 5-HT 4, quando ativados pela 5-HT extracelular, acionam um efeito
inibitorio sobre os neurdnios serotoninérgicos dos nucleos da rafe (RIAD et al., 2001).
O status funcional dos autoreceptores 5-HT;a nos nucleos da rafe parece ter um papel
fundamental na regulagdo da atividade pds-sinaptica nas regides terminais de proje¢ao
serotoninérgica (STAMFORD et al., 2000). A estimulagdo a longo prazo do receptor 5-
HT;s do NDR leva a uma dessensibiliza¢do e internalizacdo dos autoreceptores, o que
resulta em uma inibi¢do do feed-back negativo exercido pela 5-HT sobre a freqiiéncia
de disparos dos neurdnios serotoninérgicos (BLIER et al., 1998; RIAD et al, 2001).

A administragdo de uma unica dose de buspirona, um agonista 5-HT4, leva a
diminui¢do significativa da sintese de 5-HT na maior parte do cérebro, ao contrario do
que ocorre em tratamento cronico, o qual induz a diferengas significativas em termos de
sintese de 5-HT, o que provavelmente ocorre devido a esta dessensibilizacdo de
autoreceptores 5-HT sobre neurdnios serotoninérgicos (OKAZAWA et al., 1999).

Em um estudo realizado para determinar o efeito de diferentes tipos de
antagonistas de receptores 5-HT (propranolol, metiltepina, mianserina, indorenato e
espiperona) sobre o efeito do LSD e 8-OH-DPAT, apenas a espiperona reduziu
significativamente o efeito de ambos, enquanto que os demais ndo bloquearam seus
efeitos sobre a atividade dos neurdnios serotoninérgicos do NDR (BLIER et al., 1989).
O WAY100135 ¢ um antagonista altamente seletivo de ambos receptores 5-HTa,
somatodendriticos e pds-sindpticos. Este induziu um maximo de 30% da inibi¢do do
disparo de neurdnios da rafe antagonizando a inibi¢do induzida pelo 8-OH DAPT em
ratos anestesiados (FLETCHER et al., 1993).

Ao contrario, em estudo realizado por Casanovas et al., (1999), foi demonstrado
que em tratamento continuo por duas semanas com 8-OH-DPT e com alnespirona, um
agonista 5-HT;a, apenas observou-se dessensibilizagdo funcional dos autoreceptores
somatodentriticos 5-HT;s que controlam a liberacdo de 5-HT no NDR e no coértex
frontal, em animais tratados com alnespirona.
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Em estudo realizado para avaliar a capacidade de alta eficacia de um agonista 5-
HT;a, observou-se que quando administrado agudamente, o agonista diminuiu as
concentragdes extracelulares de 5-HT. Quando o antagonista 5S-HT;4 WAY 100635 foi
administrado previamente, houve inibigao do efeito do composto (ASSIE et al., 2006).

A administragdo do agonista 5-HT;,, 8-OH-DPAT, inibe de modo dose-
dependente a ingestdo de alimento em codornas normoalimentadas e submetidas ao
jejum alimentar, ao contrario do que ocorre em mamiferos, demonstrando assim um
possivel papel dos receptores 5-HT ;4 na modulagdo do comportamento alimentar em
codornas (REIS & MARINHO, 2005).

A injecdo bilateral do agonista 5-HT;a, 8-OH-DAPT no NPV do hipotalamo,
reduz significativamente a ingestdo de sddio em animais depletados. Quando realizada a
administracao prévia do antagonista especifico 5-HT;a, pMPPF, h4 o bloqueio inibitério
do 8-OH-DAPT, indicando que os efeitos observados sobre o apetite ao sodio, ¢
resultante da ativagdo de receptores 5-HT 14 pos-sinapticos. Tais dados sugerem que os
efeitos do tratamento com 5-HT,, estdo relacionados a mecanismos especificos que
induzem uma diminui¢do no consumo de sodio (VILLA et al., 2007).

Cooper et al., (1988) investigaram os efeitos do 8-OH-DAPT e gepirona sobre o
consumo de agua e de salina em diferentes concentracdes (0,45% - 2,8%) em um teste
de ingestdo de 30 minutos. Os dois agonistas 5-HT;4 de forma dose-dependente,
aumentaram a ingestdao de duas solugdes de salina hipertonica nos animais tratados, mas
produziram pouco ou nenhum aumento com relagdo a ingestdo de agua, salina isotonica
ou hipotonica.

Em outro estudo, apds 22 horas de privacao hidrica, os animais foram divididos
em dois grupos. O primeiro teve acesso a salina 1,8% e dgua em um teste de dupla
escolha por 30 minutos e o segundo a salina 0,9% e 4gua, seguindo o mesmo modelo do
primeiro grupo. Os animais que foram testados apds a administragdo de agonistas 5-
HT 4 (isaspirona, gepirona e 8-OH DAPT), aumentaram a ingestao de salina hipertonica
e ndo obtiveram qualquer diferencga sobre a ingestao de salina isotdnica ou agua. Assim
observou-se que os agonistas 5-HT 4 que possivelmente por atuagdo em autoreceptores
somatodentriticos 5-HT 4, promovem uma acao inibitoéria com conseqiiente diminuig¢ao
da atividade serotoninérgica central (COOPER & CICCOCIOPPO, 1993) tendendo
desta forma a aumentar o apetite ao sodio.

2.2.3. CLORIDRATO DE SERTRALINA

A Sertralina (SERT) ¢ um inibidor da recaptacdo pré-sindptica de serotonina
(SSRI), pertencente a um grupo de farmacos que sdo amplamente prescritos para o
tratamento de transtornos depressivos em seres humanos e animais (ANGULO et al.,
2003). Esses farmacos sdo tdo efetivos quanto os antidepressivos classicos, porém,
possuem menos efeitos adversos, por sua auséncia de atividade colinérgica, anti-
histaminérgica e anti al-adrenérgica (GASTONI et al., 2000). Todos os SSRI parecem
ser mais eficazes do que o placebo para o tratamento agudo de transtorno depressivo
maior (TDM). Outras indicagdes potenciais para o uso de SSRI incluem transtorno
obsessivo-compulsivo, sindrome do panico, bulimia, sindromes dolorosas cronicas,
agitacdo ou inibi¢do psicomotora, transtorno do sono, ansiedade, entre outros (FINLEY,
1994; BASTOS et al., 1996).

Pesquisa recente mostra resultados positivos associados ao uso de SSRI para
pacientes com depressao pos-sindrome coronariana ativa (REGAN, 2008).
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Em casos extremamente raros, a SERT pode causar hepatotoxidade (TABAK et
al., 2008).

A atividade terapéutica dos SSRI faz-se, sobretudo através da inibicdo da
recaptacao de serotonina (TELLES-CORREIA et al., 2007). Os efeitos imediatos destes
antidepressivos fazem-se sentir através de um aumento dos niveis de 5-HT disponiveis
para atuar ao nivel dos auto-receptores 5-HT 4. O efeito mais retardado corresponde a
uma dessensibilizacdo destes receptores, com conseqliente aumento da liberacao de 5-
HT para a fenda sinaptica. A serotonina fica assim disponivel para atuar nos receptores
poOs-sindpticos serotoninérgicos (ALBERT et al, 1996; BLIER et al., 1998§;
VASWANIM et al., 2003; STAHL et al., 2004). Segundo varios autores esta
dessensibilizacdo esta na origem do desaparecimento dos efeitos secundarios
(VASWANIM et al., 2003; STAHL et al., 2004; TELLES-CORREIA et al., 2007).

Assim, os efeitos terapéuticos da SERT resultantes do tratamento cronico sao,
atribuidos a dessensibilizagdo de autorreceptores somatodendriticos (ARSD) e dos
terminais neuronais (ARTN) da rafe mesencefalica. Uma conseqiiéncia da ativagdo
aumentada dos ARSD e ARTN ¢ a redugdo nas descargas dos neurdnios
serotoninérgicos, associada a uma redugao da sintese e liberagdo de 5-HT.

Os SSRI podem levar a quadros graves de hiponatremia induzida (BURKE &
FANKER, 1996; BRADLEY et al.,, 1996; ROSNER, 2004; WIJNEN et al, 2004;
SEIDERER et al., 2006). O risco de hiponatremia torna-se particularmente mais
evidente durante as primeiras semanas de tratamento, com maior predisposi¢do em
mulheres, idosos e doentes que fazem concomitantemente tratamento com diuréticos
(LIU et al., 1996; LANE, 1997, WOO & SMYTHE, 1997; SPIGSET et al., 1998;
WILKINSON et al., 1999; JACOB & SPINLER, 2006). Mas apesar de possuir uma
maior incidéncia em pessoas idosas, pode ocorrer em pacientes de qualquer idade
(TWARDOWSCHY et al., 2006). A hiponatremia ¢ um efeito colateral causado pelo
tratamento com antidepressivos SSRI, e estd associado com a sindrome da secre¢do
inadequada do ADH (SIADH) na maioria dos casos (SPIGSET et al.,, 1998;
KOELKEBECK et al., 2007, AGRAWAL et al., 2007). A SIADH ¢ caracterizada por
um estado euvolémico, com baixa osmolalidade plasmatica e uma elevada osmolalidade
urinaria. Varias condi¢des implicam na génese deste distirbio osmorregulatorio. Muitas
doencas podem causar a SIADH, entre elas: neoplasias, perturbacdes do sistema
nervoso central, doengas pulmonares, hipotireoidismo, insuficiéncia adrenal,
intervengdes cirurgicas € uso de diuréticos associados a SSRI (PEREZ et al., 2004;
CURY et al., 2006).

Com o aumento do uso dos SSRI, tem ocorrido um maior nimero de relatos de
SIADH. Estima-se que a cada 200 pacientes humanos, pelo menos 1 desenvolva
SIADH, sendo a idade e o baixo peso corporal, os fatores de risco. Nao ha nenhum
efeito claro que correlacione com o peso corporal, mas a susceptibilidade a
hiponatremia relativa a idade pode ser explicada, por mudancas fisiologicas endocrinas
e renais. A elevada prevaléncia de polimedicacao e plurienfermidades em idosos pode
ser um fator contribuinte (FONZO-CHRISTE & VOGT, 2000).

Os diuréticos e os SSRI, estdo entre as medicamentos que sdo mais comumentes
prescritos. Cada uma destas medicagdes esta associada com o desenvolvimento de
hiponatremia grave, sendo os mecanismos envolvidos nestas, diferentes para cada
medicamento. Casos de hiponatremia grave em doentes que fazem uso de diuréticos
tiazidicos e SSRI destacam a possibilidade de um efeito sinérgico na diminui¢do da
fung¢do renal e no clearance de agua quando os dois medicamentos sdo prescritos.
Pacientes que fazem uso de SSRI e diurético tiazidico, devem receber cuidadosa
monitorizagdo (ROSNER, 2004).
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Em um estudo realizado de 1992 a 2002 através de relatorios da The Netherlands
Pharmacovigilance Centre Lareb e do The Inspectorate for Health Care, houve
notificacdo de 42 casos, sendo destes 38 mulheres com idade média 74 anos, e dentre
estas 21 faziam o uso concomitante de SSRI e diurético. A concentracao sérica média
de sédio foi de 115nmol/L, e os sintomas mais importantes foram quedas, nauseas,
reducdo da consciéncia, confusdo ¢ vomitos. Destes casos notificados, trés foram a 6bito
no periodo das reagdes adversas ao medicamento, 27 foram hospitalizados, sendo quatro
na Unidade de Tratamento Intensivo. H4 uma real incidéncia e gravidade na
hiponatremia induzida pelo uso de SSRI (WIJNEN et al, 2004).

Idosos possuem uma tendéncia a ter um decréscimo total de dgua corporal, do
fluxo sanguineo renal, da taxa de filtracao glomerular, e capacidade de concentracio e
dilui¢ao tubular renal. Estas alteragoes relacionadas com a idade sobre o metabolismo
da dgua podem tornar o paciente idoso mais susceptivel a esta complicagdo causada
pelos SSRI. Neste grupo, a maxima capacidade de concentragao e dilui¢do renal possui
imparidade e a secrecdo de ADH pode ser ligeiramente aumentada. Além disso, a
resposta do ADH ao estimulo osmolar, tem se mostrado maior em pessoas idosas. Este
aumento osmossensitivo pode aumentar o risco de SIADH (LIU et al., 1996).

Uma paciente de 78 anos de idade desenvolveu hiponatremia trés dias apos o
tratamento com SERT sendo posteriormente diagnosticada a SIADH. Apesar de
sintomatica, houve uma rapida resolu¢do das anormalidades clinicas e laboratoriais
suprimindo o tratamento com SERT, recebendo restricdo hidrica, salina hipertdnica
(BRADLEY et al., 1996). No Japao, alguns pacientes que fizeram uso de SSRI para
depressdo por trés meses, chegaram ao coma profundo e revelaram grave hiponatremia.
Os niveis séricos de soédio foram 103-112 mEqg/L, osmolalidade foram 227-241
mmol/kg, nivel de s6dio na urina foi de 38-107 mEq /L, e osmolalidade urinéria de 352-
781 mmol/kg. Além disso, foram observados elevados niveis plasmaticos de ADH. O
diagnodstico nesses pacientes foi realizado com base na hiponatremia, na osmolalidade
baixa no soro e elevada na urina. Com a retirada do SSRI, e com a infusdo de salina
hipertonica, os niveis séricos de s6dio e a osmolalidade, posteriormente, voltaram aos
seus valores normais (INAGUMA et al., 2000).

Pacientes que fazem uso de SSRI podem apresentar-se com hiponatremia,
concentragdes plasmaticas de sédio menor que 130 mmol/L, podendo ser assintomaticos
ou apresentar-se associada a nauseas, vomitos, diarréia, letargia, anorexia, caimbras
musculares, fraqueza, fadiga, confusao e desorientagdo. A hiponatremia grave pode
resultar em graves seqiielas neuroldgicas, tais como convulsdes, coma e morte. Tanto a
magnitude e taxa de desenvolvimento da hiponatremia sdo importantes determinantes da
gravidade dos sintomas clinicos (LIU et al., 1996; WOO & SMYTHE, 1997; BELTON
& THOMAS, 1999; AGRAWAL et al, 2007). Em exames complementares, os
hormoénios tireoidianos e o cortisol geralmente estdo inalterados, e na tomografia
computadorizada cranial, ndo ha nenhuma alteracio morfologica (ANGULO et al.,
2003). A hiponatremia geralmente desenvolve-se durante os primeiros meses de terapia
(3-120 dias) e a sua reversao pode ocorrer de 2 a 28 dias apds a suspensao do SSRI
(LIU et al., 1996).

O critério para o diagndstico de SIADH inclui, o baixo nivel de sodio sérico,
baixa osmolalidade (osmolalidade plasmaticas <275 mOsm/kg), hipertocinidade
urinaria quando comparada ao sangue (osmolalidade urindria >100 mOsm/kg, com
funcdo renal normal), auséncia de desidratagdo e de doencas concomitantes, como o
hipotireoidismo e hipocorticismo (SCHRIER, 2001; CURY et al., 2006)

O tratamento de hiponatremia associada ao uso de SIADH ¢ realizado com a
interrupcdo da medicagdo, restricdo hidrica, aplicagdo de soro hipertonico, e uso de
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diuréticos. Com a retirada da SERT, os niveis de sodio voltam progressivamente aos
seus valores normais (DOSHI & BORISON, 1994; WOO & SMYTHE, 1997; CURY et
al., 2006; SEIDERER et al., 2006; JACOB & SPINLER, 2006). A infusdo de sodio ¢
controversa, ¢ sO deve ser considerada em casos de severa hiponatremia (BELTON &
THOMAS, 1999; JACOB & SPINLER, 2006).

O balango hidroeletrolitico nesses pacientes deve ser cuidadosamente
monitorado durante a terapia com SSRI (INAGUMA et al., 2000).

O excesso de ADH, paralelamente a uma elevada ingestdo hidrica, corrobora
para a hiponatremia (MARAR & AMICO, 1998).

Os farmacos SSRI podem causar a SIADH por estimular direta ou
indiretamente a liberacdo de ADH pela neurohipofise, apesar de seu mecanismo ser
desconhecido (BLUTT & OIJI, 1995; LIU et al., 1996; BELTON & THOMAS, 1999;
KIRBY & AMES, 2001). Além disso, em tratamento agudo realizado com SSRI, foi
observado que ha um aumento nos niveis plasmaticos de OT, e a administragdo deste
medicamento por 14 dias, ndo afeta o mecanismo de liberagcdo da mesma, persistindo
seus niveis elevados. Assim, pode-se sugerir que a liberagdo de OT ¢ um importante
aspecto farmacolégico dos SSRI (UVNAS-MOBERG et al., 1999).

Terminais serotoninérgicos foram identificados em dreas vasopressinérgicas e
ocitocinérgicas, tais como no NPV e NSO (SAWCHENKO et al., 1983; LARSEN et al.,
1996). Tal fato corrobora com estudos que mostram consistentemente que a 5-HT
aumenta os niveis plasmaticos de ADH e OT (MOOS & RICHARD, 1983; STEARDO
& IOVINO, 1986; SAYDOFF et al., 1991; CHAN et al., 1997; MIKKELSEN et al.,
1999; UVNAS-MOBERG et al., 1999; AGRAWAL et al., 2007). Um dos possiveis
mecanismos que podem estar associados a inducao de SIADH por antidepressivos ¢ a
estimulacdo serotoninérgica sobre a liberagdo do ADH, o qual pode ser mediado pelos
receptores SHT 5 e SHT, (CHAN et al., 1997; AGRAWAL et al., 2007). A ocorréncia
de hiponatremia 7 dias apds o inicio da terapia com SERT, e a reversdo desta
anormalidade bioquimica e melhora no quadro clinico apos a descontinuagdo da droga,
apoiam este contexto (AGRAWAL et al., 2007) .

Por outro lado, Marar & Amico, (1998), observaram que a administragdo cronica
de SSRI, fluoxetina na dose diaria de 10m g/kg, ndo afetou significativamente os
valores de VP e OT. Nesse estudo realizado por 10 dias, o peso, a diurese e a ingestao
hidrica e alimentar foram aferidas diariamente. Apds esse periodo, foram analisadas a
concentracdo plasmatica de ADH e OT, sddio, uréia, creatinina e glicose. A ingestao
hidrica foi maior no grupo de animais mantidos com dieta liquida, assim como sua
diurese. Com relagdo ao peso, os animais que receberam fluoxetina, perderam peso,
quando comparado aos animais tratados com placebo. Nao foram encontradas alteracdes
significativas em ambos os grupos, sobre os niveis de Na, ADH ou OT plasmatica.

Ambos os hormoénios, ADH e OT, estdo envolvidos com o equilibrio
hidromineral. Desta forma, mudangas em seus niveis plasmaticos, poderiam modificar a
regulagdo do volume plasmatico e tonicidade (FITZSIMONS, 1998; ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2004), o que ¢ confirmado pela hiponatremia causada pelo uso
prolongado de SSRI.

A OT ¢ considerada um estimulo inibitorio para o apetite ao sodio, baseada na
relacdo inversa entre a ingestdo de sodio e os niveis plasmaticos de OT observados
constantemente em uma variedade de condigdes fisioldgicas (STRICKER et al., 1987;
BLACKBURN et al., 1992). Camundongos com auséncia do gene para OT ingerem
em média sete vezes mais salina hipertonica apos privacao de liquidos, do que
animais sem alteragdo genética (AMICO et al., 2001).
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A administracdo aguda de SSRI em animais eutiredideos e hipotiredideos
submetidos ao protocolo experimental de deple¢do de volume diminui a ingestdo de
salina hipertonica (BADAUE-PASSOS et al., 2003).
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3. OBJETIVOS

Avaliar a participacdo do sistema serotoninérgico na regulacdo da ingestao de
agua e do apetite ao sddio em ratos.

Avaliar os efeitos do tratamento cronico com drogas que influenciam a
neurotransmissdo serotoninérgica, como liberador de serotonina, agonista de
receptores 5-HT;5, e inibidor da recaptagdo pré-sinaptica de serotonina,
avaliando seus efeitos sobre a sede e o apetite ao sodio.

Avaliar os niveis plasmaticos de ADH e OT, hematdcrito e densidade urinaria de

ratos tratados cronicamente com inibidor da recaptagdo pré-sinaptica de
serotonina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados ratos Wistar, albinos, machos, com peso corporal de 250-300 g,
adquiridos pelo Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Instituto de
Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Os animais foram criados
em condi¢des padronizadas, em sala com sistemas de controle do ciclo claro/escuro (12
horas claro: 12 horas escuro) e temperatura ambiental controlada (25 °C).

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, trés animais cada, com agua e
alimento oferecido ad libitum durante todo o periodo que antecedia o protocolo
experimental.

Os procedimentos aos quais os animais utilizados neste trabalho foram
submetidos, estavam de acordo com as normas e principios éticos preconizados pela
Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, que segue o Guide for the Care and Use of Laboratory
animals (NIH Publicagdo N° 85-23, revisado 1996), desta forma tendo sido aprovada a
execucao deste trabalho.

4.2. SUBSTANCIAS UTILIZADAS

e 8-OH-DAPT - 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina - agonista de receptores
5-HTa (adquirido da Sigma-Aldrich).

e Fenfluramina — liberador de serotonina (adquirido da Sigma-Aldrich)

e Sertralina — Cloridrato de sertralina (adquirido da MEPHA).

e Furosemida — Lasix (adquirido da Sanofi-Aventis).

4.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Ap6s o periodo de administracdo da droga, todos os animais de cada grupo
tratado e seu respectivo grupo controle, foram submetidos a um determinado protocolo
experimental (Tabela 1). Porém, 48 h antes, os animais de ambos os grupos eram
colocados em gaiolas metabdlicas (Figura 2) para prévia adaptagdo. Nesta, eles
receberam agua ¢ alimento ad libitum, até a execug@o do protocolo experimental.
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GRUPOS DROGA DE PROTOCOLO
EXPERIMENTAIS TRATAMENTO EXPERIMENTAL
Grupo 1 8-OH-DAPT Deplecéo de sodio
Grupo 2 Fenfluramina Deplecéo de sodio
Grupo 3 Sertralina Deplecéo de sodio
Grupo 4 Sertralina Privacao hidrica
Grupo 5 Sertralina Privacéo de 4gua e alimentos
Grupo 6 Sertralina Estimulo osmético
Grupo 7 Sertralina Avaliacao dos niveis do
hematocrito e da densidade
urinaria
Grupo 8 Sertralina Avaliagao dos niveis

plasmaticos de ADH e OT

Tabela 1. Tabela contendo os grupos experimentais constituidos, com sua respectiva
droga de tratamento, o protocolo experimental a qual cada grupo foi submetido.

Comedouro Bebedouro Bebedouro
de salina 0.3M de agua
v v
] S

11 7

el

Figura 2. Gaiola metabdlica utilizada no experimento. A figura a esquerda representa a
visdo lateral, e a direita sua visao posterior (Figura gentilmente cedida por Luis Felipe

Souza e Silva).
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4.3.1.1. Deplecao de sddio

Os animais foram submetidos a deplecdo de sodio e &gua, a partir da
administracdo de um inibidor do co-transporte 1-Na", 1-K", 2-CI’, no ramo ascendente
espesso da alca de Henle, furosemida (20 mg/kg, sc) a fim de induzir hiponatremia e
deplecdo de volume, pois esse farmaco determina uma grande diurese e natriurese.
Administragdo deste fairmaco foi seguida de privacdo hidrica por um periodo de 24
horas e dieta carente em sddio, com acesso apenas a fubd. A execucdo deste protocolo
segue como descrito por Jalowiec, (1974); Badaué-Passos et al., (2003) e Cavalcante-
Lima et al., (2005b).

Posteriormente, 4gua e salina 0,3M (salina hipertonica, NaCl 1,8%) foram
oferecidos simultaneamente em bebedouros volumétricos ¢ foi realizada a afericdo da
ingestdo cumulativa de dgua e salina hipertonica por um periodo de 24 horas. O
protocolo experimental segue esquematizado na figura 3.

Admirnistracio Eeapresentacio
de furosemida de fluidos
| l | | | l | | |
0 0 30 60 120 180 240 300 1440
" o o Tampe (min)
e !
Dieta pobre em sodio e Ty

privacdo de fluidos por 24h

Mensuragio cumulativa da
ingestdo de agua e NaCl 1.8%

Figura 3. Escala temporal do protocolo de deplecdo de sédio, seguida de privagdo
hidrica e de alimentos por 24 h, com posterior aferi¢do da ingestdo cumulativa de dgua e
salina 1,8%.

4.3.1.2. Privacdo hidrica

Animais submetidos a este protocolo experimental sofreram privagao hidrica por
um periodo de 24 horas. Posteriormente, dgua e NaCl 0,3M foram oferecidos
simultaneamente em bebedouros volumétricos e foi realizada a aferi¢do da ingestdo
cumulativa de 4gua e salina hipertonica por um periodo de 24 horas. Este modelo leva
o animal a uma condi¢do de desidratagdo que resulta em reducdo do volume e aumento
da osmolalidade dos liquidos corporais. Assim, além de alterar o balango hidrico, afeta
também o balango de eletrolitos. Nesse sentido, a desidratagdao pode levar a deficiéncia

28



de sodio. Esse protocolo segue como descrito por Weisinger et al., (1985) e De Luca Jr
et al., (2002). O modelo experimental segue esquematizado na figura 4.

Eetirada da Eeapresentacio
agua de fluidos
| | | | | | | | |
0 0 30 60 120 180 240 300 1440
. " . Tempo (min)
. A
Privagdo de dzua por 24h Ve

Mensuragdo cumulativa da
ingestdo de dgzua e NaCl 1,8%

Figura 4. Escala temporal do protocolo de privagdo hidrica por 24h, com posterior
aferi¢do da ingestdo cumulativa de dgua e salina 1,8%.

4.3.1.3. Privacdo de 4gua, sodio e alimentos

Animais submetidos a priva¢do de fluidos e alimentos, foram submetidos a
privacao hidrica e de alimentos por um periodo de 24 horas. Posteriormente, agua e
NaCl 0,3M foram oferecidos simultancamente em bebedouros volumétricos ¢ foi
realizada a aferi¢dao da ingestdo cumulativa de agua e salina hipertonica por um periodo
de 24 horas. O protocolo experimental segue esquematizado na figura 5.

Fetirmdadadgua Feapresentacio
e dlimento de fluidos
I & I | I | I I | I
0 0 30 60 120 180 240 300 1440
L i, Tempo (min)
e
— _ A S
Privacio de agna e alimento v
por 24h

Mensuracio cunmilativa da
ingestio de agua ¢ NaCl 1.8%

Figura 5. Escala temporal do protocolo de privagdo hidrica e de alimentos por 24h, com
posterior afericdo da ingestao cumulativa de dgua e salina 1,8%.
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4.3.1.4. Estimulo osmotico

Com o objetivo de avaliar a ingestdo de d4gua, os animais receberem
administracao subcutanea de solu¢do salina hipertonica (NaCl 2M, 2mL/kg, sc) a fim de
induzir uma hipertonicidade plasmatica. Posteriormente, foi oferecida 4gua (a qual ndo
tinha a presenca do farmaco, e foi realizada a afericdo da ingestdo de dgua até as 24
horas posteriores. O protocolo experimental segue esquematizado na figura 6.

Adminisracio
de salina 2M

| | | | | | | & |
0 30 60 120 180 240 300 14440
Tempo (mun)

Mensuracio cumulativa da
ingestio de Agua

Figura 6. Escala temporal do protocolo de estimulo osmotico com salina 2M com
posterior aferi¢dao da ingestao cumulativa de agua e salina 0,3M.

4.3.1.5. Afericdo da ingestdo de agua e/ou salina hipertdnica

A afericdo da ingestdo cumulativa de dgua e NaCl 0,3M (salina hipertdnica,
NaCl 1,8%) foi realizada em gaiolas metabdlicas dotadas de bebedouros volumétricos.
A ingestdo de fluidos foi expressa em mL. A leitura foi realizada aos 30, 60, 120, 180,
240, 300 e 1440 minutos apds a apresentacao de dgua e/ou salina hipertdnica.

4.3.1.6. Avaliacdo dos niveis do hematdcrito

A cada dia 7 dias ap6s o inicio do tratamento, durante 1 més, os animais eram
submetidos a coleta de sangue. O sangue era coletado diretamente da veia femoral por
capilaridade através de tubo de micro-hematocrito heparinizados. Esses tubos foram
submetidos ao fechamento, centrifugacdo e posterior analise como descrita por Jaim
(1986).
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4.3.1.7. Avaliacéo dos niveis de densidade urinaria

A urina era coletada individualmente, e logo apos a sua coleta era submetida a
analise de seu nivel de densidade para evitar qualquer contaminacdo da mesma. A
avaliacdo da densidade urinaria foi determinada por método refractométrico, através de
um refratometro clinico, previamente calibrado com agua destilada. A cada andlise ele
era submetido a nova calibracao.

4.3.1.8. Avaliacdo dos niveis plasmaticos do Horménio Antidiurético
e Ocitocina

Apbs o periodo de administragdo da droga, os animais de ambos os grupos
foram decapitados. O sangue foi coletado a partir do tronco cervical em tubos
heparinizados refrigerados. Depois de colhidas as amostras de sangue, tais foram
centrifugadas a 4 - C, 3000 rpm por 20 min e o plasma foi armazenado a -70 ° C para
determinagdo dos niveis de ADH e OT.

Os niveis plasmaticos de OT e ADH foram dosados por meio de técnica
especifica de radioimunoensaio. Apds prévia extracdo do plasma utilizando-se acetona e
éter de petroleo. As taxas de recuperacdo foram superiores a 87%. Essa analise foi
realizada seguindo o modelo de Elias et al., (1997) e Ventura et al., 2005.

4.3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

4.3.2.1. Grupo 1 - Efeitos da administracgédo cronica de 8-OH-DPAT,
sobre a ingestdo de agua e o apetite ao sodio em ratos submetidos a deplecéo
de sodio.

Os animais foram divididos em grupo tratado com 8-OH-DAPT e grupo
controle, ambos com N=9. O 8-OH-DPAT foi administrado por via intraperitonial (ip)
na dose de 500ug/kg, durante 21 dias. Aos animais do grupo controle foi administrada
solucdo de salina isotonica (1mL/kg, ip).

No décimo quarto dia de tratamento, os animais do grupo tratado com 8-OH-
DPAT, foram submetidos ao protocolo experimental de deple¢do de volume. Porém nao
houve interrup¢do do tratamento com 8-OH-DAPT, e no vigésimo primeiro dia de
tratamento, os animais de ambos os grupos foram novamente submetidos a este
protocolo experimental (Figura 7).
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Imicio do Exemigio do protocolo de Exeruciodo protocolo de

tratarnento deplegio de volume deplecio de whime
1] 14 21
Tenpo (dias)
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| Periodn de tratsmento com & - OH - DPAT |

Figura 7. Escala temporal do grupo 1, demonstrando seu periodo de tratamento com 8-

OH - DPAT, e quando os animais foram submetidos a execucdo do protocolo
experimental de deplecdo de volume.

4.3.2.2. Grupo 2 - Efeitos da administracdo crdénica de Fenfluramina
sobre a ingestdo de agua e o apetite ao sédio em ratos submetidos a deplecéo
de sodio.

Os animais foram divididos em dois grupos, tratado com FEN e controle, ambos
com N=9. A FEN, foi administrada na dose de 1 mg/kg, ip, durante 21 dias. Os animais
do grupo controle receberam administracdo de solucdo salina isotonica (1 mL/kg, ip).

No décimo quarto dia de tratamento, os animais do grupo tratado com FEN,
foram submetidos ao protocolo experimental de deplecao de volume. Porém nao houve
interrup¢do do tratamento com FEN, e no vigésimo primeiro dia de tratamento, os
animais de ambos os grupos foram novamente submetidos a este protocolo experimental
(Figura 8).

Inicio da Exeoigio do protocolo de Exemigio do protocolo de
tratammento deplecio de volume depleio de wohime
0 14 21
l\,,___ Tenpo [dias) __,_/r

_\_‘-\_\‘f/"'_'_

| Periodo de tratamento com Fenfluramina

Figura 8. Escala temporal do grupo 2, demonstrando seu periodo de tratamento com
fenfluramina, e quando os animais foram submetidos a execugdo dos protocolos
experimentais de deple¢ao de volume.
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4.3.2.3. Grupo 3 - Efeitos da administracdo crbnica de sertralina
sobre a sede e 0 apetite ao sédio em ratos submetidos a deplecéo de sédio.

Os animais foram divididos em grupo tratado com SERT e grupo controle,
ambos com N=9. A sertralina, foi administrada por via oral, na agua de beber, na
concentragdo de 180 mg/L, durante 21 dias. Aos animais do grupo controle foi oferecida
agua sem a presenca da droga.

Apbs o periodo de administragcdo da droga, os animais do grupo de tratado e seu
respectivo grupo controle, foram submetidos ao protocolo experimental de deple¢do de
sodio (Figura 9).

Inicioda Exemigio do protocalo de
tratarmanto deplagio de vohime
0 21
l\%‘_ Tempo (dias) __,,/;

_‘-\.\rfr’_

Periodo de tratamento com S ertralina

Figura 9. Escala temporal do grupo 3, demonstrando seu periodo de tratamento com
Sertralina, e quando os animais foram submetidos a execug¢ao do protocolo experimental
de deplegao de volume.

4.3.2.4. Grupo 4 - Efeitos da administracdo crénica de sertralina
sobre a sede e 0 apetite ao sddio em ratos submetidos a privagédo de hidrica.

Os animais foram divididos em dois grupos, tratado com SERT e controle,
ambos com N=9. A sertralina foi administrada por via oral na concentracdo de 180
mg/L, durante 32 dias. Aos animais do grupo controle, foi oferecida dgua sem a
presenca do farmaco.

Passados 22 dias, os animais do grupo de tratamento e seu respectivo grupo
controle, foram submetidos ao protocolo experimental de privacdo hidrica.
Posteriormente a execucdo deste protocolo, o tratamento com SERT foi continuado e
bebedouros com agua e salina 0,3M foram oferecidos. No sexto dia apds a execugao do
protocolo de privagdo hidrica por 24 horas, o tratamento com SERT foi interrompido.
Sendo a ingestao de agua e salina 0,3M aferida pelos 9 dias subseqiientes (Figura 10).
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Figura 10. Escala temporal do grupo 4, demonstrando seu periodo de tratamento com
sertralina, quando os animais foram submetidos a execu¢do do protocolo experimental
de privagao hidrica, e a interrupgao do tratamento com sertralina.

4.3.2.5. Grupo 5 - Efeitos da administragdo cronica de sertralina
sobre a sede e 0 apetite ao sodio em ratos submetidos a privacao de hidrica e
de alimentos.

Os animais foram divididos em grupo tratado com sertralina e grupo controle,
ambos com N=9. O SSRI, foi administrado por via oral na concentracdo de 180 mg/L,
durante 21 dias.

Ap6s o periodo de administragcdo da droga, os animais do grupo de tratado e seu
respectivo grupo controle, foram submetidos ao protocolo experimental de privagdo
hidrica e de alimentos (Figura 11).
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Figura 11. Escala temporal do grupo 5, demonstrando seu periodo de tratamento com
sertralina, e quando os animais foram submetidos a execu¢do do protocolo experimental
de privagao hidrica e de alimentos.

4.3.2.6. Grupo 6 - Efeitos da administragdo cronica de sertralina
sobre a sede e 0 apetite ao s6dio em ratos submetidos ao estimulo osmético.

Os animais foram divididos em grupo tratado com sertralina e grupo controle,
ambos com N=9. O SSRI, foi administrado por via oral na concentracdo de 180 mg/L,
durante 21 dias.

Apbs o periodo de administragcdo da droga, os animais do grupo de tratado e seu
respectivo grupo controle, foram submetidos ao protocolo experimental de estimulo
osmaotico.

Inicioda Exemigdo do protocalo de
tratammento estinmlo osmdtico
0 21

. T_q“iff _

| Pariodo de tratamento com 5 ertralinag |

Figura 12. Escala temporal do grupo 6, demonstrando seu periodo de tratamento com
sertralina, e quando os animais foram submetidos a execu¢do do protocolo experimental
de estimulo osmético.
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4.3.2.7. Grupo 7 - Efeitos da administracdo crénica de sertralina
sobre 0 hematdcrito e a densidade urinaria em ratos.

Os animais foram divididos em dois grupos, tratado com sertralina e grupo
controle, ambos com N=9. O SSRI, foi administrado por via oral na concentracdo de
180 mg/L, durante 30 dias.

Durante este periodo de tratamento, semanalmente os animais de ambos o0s
grupos eram submetidos a avaliacdo dos seus niveis de hematocrito. E na primeira e na
ultima semana de tratamento houve afericdo da densidade urinaria dos animais de
ambos os grupos (Figura 13).

BArraliacko Avraliacio
Arraliario dos niveis dos Biveis dos rifeic A liacio dos niveds
— do hernatoodo ¢ da do do dohermatdcrito ¢ da
Bricio do demsidade nmindria Tenath erito hermatderio densidade WrdrTia
Tratamento
0 1 2 3 4

Tempo [semanas

. .y
e

Pariodo de tratamento com Sertralina

Figura 13. Escala temporal do grupo 7, demonstrando seu periodo de tratamento com
sertralina, e quando os animais foram submetidos a avaliagdo dos niveis do hematdcrito
e da densidade urinaria.

4.3.2.8. Grupo 8 - Efeitos da administragdo cronica de sertralina
sobre os niveis plasmaticos de ADH e OT.

Os animais foram divididos em grupo tratado com sertralina e grupo controle,
ambos com N=9. O SSRI, foi administrado por via oral na concentracdo de 180 mg/L,
durante 21 dias.

Ao final do periodo de tratamento foi realizada a determina¢do radioimunologica
dos niveis plasmaticos de ADH e OT pela técnica de radioimunoensaio (Figura 14), no
Laboratério de Neuroendocrinologia Basica e Aplicada da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto.
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Figura 14. Escala temporal do grupo 8, demonstrando seu periodo de tratamento com
sertralina, e quando os animais foram submetidos a execu¢do do protocolo de avaliagdo
dos niveis plasmaticos de ADH e OT pela técnica de radioimunoensaio.

4.4. ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos foram analisados estatiscamente por meio de ANOVA e
posteriormente pelo teste t de Student ou Newman-Keuls. Os valores médios dos
volumes de fluidos ingeridos assim como os demais resultados, foram comparados nos
diferentes tratamentos e condigdes experimentais, com o nivel de significancia
estabelecido em 5%.

As diferencas nos niveis plasmaticos de AVP, OT, dados hematologicos e
densidade urinaria, foram determinadas pelo teste t de Student.

Os célculos foram realizados utilizando-se o programa informacional GraphPad
Prism (versdo 4.0, EUA). Os valores foram representados como média + erro padrao da
média.
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5. RESULTADOS

5.1. Grupo 1 - Efeitos da administracdo cronica de 8-OH-DAPT, sobre a
ingestdo de agua e o apetite ao sédio em ratos submetidos a deplecédo de sodio.

A ~ 40
£ —O-Controles
s —@- 8-OH-DPAT (2 sem)
) 307 —e—8-OH-DPAT (3 sem)
O
5]
Z 204
() *
©
'3
7 10- 2
*
= *
* .
= T x % Furosemida
0 ] ] ] ] ] i | ] ]
0 60 120 180 240 300 1380 1440 1500
Minutos apds apresentacao de fluidos
B

a1
o

—O- Controles
—@- 8-OH-DPAT (2 sem)
—— 8-OH-DPAT (3 sem)

N
T

Ingestdo de agua (mL)
w Y
T 9

[N
T

Furosemida

] ] ] ] ] ! ] ]
0 60 120 180 240 300 1380 1440 1500
Minutos apds apresentacao de fluidos

0

Figura 15. Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3M (grafico A) e de agua (grafico B) apds a
apresentagdo de fluidos, em ratos tratados cronicamente com 8-OH-DAPT e depletados de
volume, comparando-os com os controles. *P<0,05.

A figura 15 mostra que os ratos tratados cronicamente com 8-OH-DPAT
submetidos a deplecdo de volume, reduziram a ingestdo de NaCl 0,3M apresentando na
segunda semana uma ingestdo 6,3 £ 1,2 mL e na terceira semana 7,1 £ 0,4 mL
comparativamente aos controles que apresentaram 11,7 + 0,9 mL aos 120 minutos tendo
P<0,05 (Figura 15A), ndo tendo havido alteragdo em ambos os grupos na ingestdo de
agua (Figura 15B).

Assim, pode-se notar que o grupo 8-OH-DAPT, reduziu a ingestdo de salina
hipertonica na segunda e na terceira semana quando comparado aos controles, em quase
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todo o periodo de afericdo da ingestdo cumulativa de agua e salina hipertonica, tendo
P<0,05 (Figura 15A).

5.2. Grupo 2 - Efeitos da administracdo crénica de Fenfluramina, sobre a
ingestdo de 4gua e o0 apetite ao sodio em ratos submetidos a deplecéo de sddio.
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Figura 16. Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3M (grafico A) e de agua (grafico B) apos a
apresentacdo de fluidos, em ratos tratados cronicamente com FEN e submetidos a deplecao de
volume, comparando-os com os controles. *P<0,05.

A figura 16 mostra que ratos tratados cronicamente com FEN aumentaram a
ingestdo de solucdo salina hipertonica (NaCl 0,3M), apresentando na segunda semana
ingestdo de 43,3 + 4,4 mL e na terceira semana 31,0 £ 6,31mL, enquanto os controles
apresentaram ingestdo de 25 + 4,1mL ao final de 24 horas (Figura 16A), tendo P<0,05,
sem alteracdo na ingestdo hidrica (Figura 16B).

Apesar de na segunda semana os animais do grupo FEN terem aumentado os
niveis ingestdo de salina hipertonica, 43,3 + 4,4 mL, quando comparada aos controles,
25 + 4,1mL, ao final de 1440 minutos (P<0,05) (Figura 16A) na terceira semana houve
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Ingestdo de agua (mL)

uma diminui¢do do consumo da mesma 31,0 = 6,31mL, desta forma, apesar de ainda ser
elevada quando comparada ao controle, 25 £+ 4,ImL, ndo houve diferenca significativa
entre eles aos 1440 minutos.

5.3. Grupo 3 - Efeitos da administracdo cronica de sertralina, sobre a sede e
0 apetite ao sédio em ratos submetidos a deplecao de sodio.
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Figura 17. Ingestdo cumulativa de agua (grafico A) e de NaCl 0,3 M (grafico B) em ratos

depletados de volume e tratados cronicamente com sertralina, comparando-os com os controle,
*P<0,05.

A deplecdo de so6dio evocou uma resposta natriorexigénica maior no grupo
SERT quando comparada ao controle. Ratos tratados cronicamente com SERT
submetidos a deple¢do de volume obtiveram uma maior ingestdo de salina hipertdnica,
26,6 £ 2,3 mL, quando comparada a do grupo controle 18,5 = 2,5 mL aos 300 min
(Figura 17B), e em todo o periodo de aferi¢do da ingestdo de dgua e salina hipertonica,
tendo P<0,05.

Além disso, os animais do grupo SERT ingeriram uma menor quantidade de

agua quando comparados ao controle em todo o periodo de analise (Figura 17A), tendo
P<0,05.
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5.4. Grupo 4 - Efeitos da administracdo cronica de sertralina, sobre a sede e
0 apetite ao sddio em ratos submetidos a privacéo hidrica.
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Figura 18. Ingestdo cumulativa de agua (mL) apos privagao hidrica de 24h em ratos tratados
cronicamente com setralina, comparando-os com os controles, *P<0,05.
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Figura 19. Ingestdo de agua (mL) a partir do segundo dia pds-privagdo hidrica (grafico A) e
Ingestdo de NaCl 0,3M (mL) a partir do segundo dia pos-privagdo hidrica (grafico B) em ratos
tratados cronicamente com setralina, comparando-os com os controles, *P<0,05.

A privagdo de agua em ratos do grupo SERT evocou ingestdo de agua muito
inferior, 9,7 £ 0,5 mL, em relagdo ao grupo controle 20,0 £ 0,9 mL, aos 300 min (Figura
18), e em todo o periodo de afericdo da ingestdo cumulativa de dgua, tendo *P<0,05.
Porém, no terceiro dia pds-privacao hidrica (agora com apresentacdo simultinea de agua
e NaCl 0,3M) a ingestdo de salina foi muito maior no grupo SERT, 48,9 + 0,7 mL,
quando comparado ao grupo controle 13,2 = 2,5 mL, aos 300 min (Figura 19B) e foi
decaindo até o sexto dia mas, ainda acima dos niveis do grupo controle. A remocdo da
SERT provocou uma reducao da ingestao de salina 12,8 + 2,6 mL para niveis inferiores
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aos do grupo controle 25,4 + 1,5 mL, aos 300 min (Figura 19B). Concomitantemente, a
ingestdo de agua no grupo SERT 12,8 + 2,6 mL foi significativamente menor que a do
grupo controle 25,4 £ 1,5 mL, no sexto dia (Figura 19A). Todavia, com a remocao da
SERT a resposta dipsogénica equiparou-se aos niveis do grupo controle (Figura 19A).

5.5. Grupo 5 - Efeitos da administracdo crénica de sertralina sobre a sede e
0 apetite ao sodio em ratos submetidos a privacéo de fluidos e alimentos.
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Figura 20. Ingestdo cumulativa de agua (grafico A) e de NaCl 0,3 M (grafico B) apés privagdo
de fluidos e alimentos em tratados cronicamente com sertralina, comparando-os com os
controle, *P< 0,05.

A privagdo de fluidos e alimentos igualmente induziu a uma resposta
dipsiogénica muito menor no grupo SERT 1,6 + 0,5 mL do que a do grupo controle 10,2
+ 1,2 mL, aos 300 min (Figura 20A), e em todo o periodo de afericdo de ingestdo de
agua e salina hipertonica, sem diferenca na ingestdo de NaCl 0,3M (Figura 20B)

43



5.6. Grupo 6 - Efeitos da administracdo cronica de Sertralina, inibidor da

recaptacdo pré-sindptica de serotonina, sobre a sede em ratos submetidos a
estimulo osmotico.
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Figura 21. Ingestdo cumulativa de 4gua apds 24h da administracdo de NaCl 2M em
tratados cronicamente com sertralina, comparando-os com os controle, *P< 0,05.

A estimulacdo osmodtica com salina hipertonica (2M) evocou uma resposta
dipsiogénica significativamente menor no grupo SERT 2,6 + 0,7 mL quando comparada

aos controles 5,6 = 0,45 mL, aos 300 min (Figura 21), e em todo o periodo de aferi¢ao
da ingestao de 4dgua, tendo P<0,05.
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5.7. Grupo 7 - Efeitos da administracdo cronica de sertralina, sobre o0s
niveis de hemataocrito.
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Figura 22. Avaliacdo do hematdcrito (%) de ratos tratados cronicamente com SERT
comparando-os com os controles, *P<0,05.

Com relagdo aos valores do hematdcrito, o do grupo tratado cronicamente com

SERT se manteve sempre abaixo do nivel do controle, quando comparados (Figura 22),
tendo *P<0,05.

45



5.8. Grupo 7 - Efeitos da administracdo cronica de sertralina, sobre os

niveis de densidade urinaria.
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Figura 23. Avaliagdo da densidade urinaria (kg/L) em semanas, em ratos tratados

cronicamente com SERT comparando-os com os controle, *P<0,05.

A densidade urinaria dos ratos tratados cronicamente com SERT foi sempre
superior (P<0,05) a do grupo controle, tanto na primeira semana de tratamento, quanto
na quarta semana de tratamento (Figura 23), apresentando diferenga significativa entre

0S grupos.
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5.9. Grupo 8 - Efeitos da administracdo crdnica de sertralina, sobre os
niveis plasméticos de ADH.
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Figura 24. Avaliacao dos niveis plasmaticos de ADH (pg/mL) de ratos tratados cronicamente
com SERT comparando-os com os controle, ¥*P<0,05.

Com relagdo aos niveis plasmaticos do hormoénio antidiurético, estes se
mantiveram mais elevados no grupo tratado cronicamente com SERT, 2,36 = 0,3
pg/mL, do que no grupo controle 1,3 £ 0,16 pg/mL, P<0,05 (Figura 24).
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5.10. Grupo 8 - Efeitos da administracdo crénica de sertralina, sobre os
niveis de OT plasmatica.
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Figura 25. Avaliagdo dos niveis plasmaticos de ocitocina (pg/mL) de ratos tratados
cronicamente com SERT comparando-os com os controle, *P<0,05.

Os niveis plasmaticos de ocitocina nos animais tratados cronicamente com
SERT, se mantiveram mais elevados do que no grupo controle, P<0,05 (Figura 25).
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6. DISCUSSAO

6.1. EFEITOS DA ADMINISTRAQAO CRONICA DE FENFLURAMINA,
SOBRE A SEDE E O APETITE AO SODIO EM RATOS

Com relagdo ao tratamento cronico com FEN e posterior deple¢do de volume,
pode-se observar que o grupo tratado apresentou na segunda semana um aumento nos
niveis de ingestdo de NaCl 0,3M quanto comparado ao controle. Na terceira semana,
entretanto, pode-se observar que os animais apresentaram uma redug¢do no consumo de
salina hipertonica, sem diferenca significativa do grupo controle. Em ambos os grupos
ndo houve alteracdo na ingestao de agua.

Tais dados divergem quando se realiza tratamento agudo. Animais eutiredideos
tratados agudamente com FEN e submetidos a deplecao de volume e a privagao hidrica,
reduzem o consumo de salina hiperténica, quando comparado aos controles (BADAUE-
PASSOS et al, 2003). De modo similar, a administragdio de FEN em ratos
hipotirdideos, reduz a ingestdo de salina hipertonica em animais submetidos a mesma
condicdo experimental. Em outro estudo realizado com dexfenfluramina, um derivado
anfetaminico que possui o mesmo modo de acdo da FEN, houve redugdo na ingestao de
salina hipertonica. A dexfenfluramina reduziu de 75% para 90% a ingestdo de salina
hipertonica induzida pela deple¢ao de sédio, e pelo consumo espontaneo. Nao tendo
ocorrido alteragdo na ingestdo de agua. Esses dados confirmam o envolvimento do
sistema serotoninégico sobre o apetite ao sodio, e estendem o envolvimento dessas
drogas a partir de condi¢des de deple¢do de sodio e livre necessidade (consumo
espontaneo) (ROUAH-ROSILIO et al., 1994).

Provavelmente esse aumento dos niveis de ingestdo de salina hipertonica, com
posterior diminuicao, se deve a uma deplegdo central transitoria desta indolamina.

Diversos derivados anfetaminicos podem causar toxicidade, apesar de diferirem
totalmente do grupo das neurotoxinas serotoninérgicas. O tratamento com essas
neurotoxinas leva a uma menor liberagdo de 5-HT em dareas prosencefilicas que
recebem inervacao serotoninérgica.

As anfetaminas incluem os compostos halogenados, para-cloro-anfetamina
(PCA) e fenfluramina, bem como drogas como metanfetamina, 3,4-metileno-di-oxi-
anfetamina (MDA), e 3,4-metileno-di-oxi-metanfetamina (MDMA). Todas essas
drogas possuem pelo menos algum grau de atividade na liberacao de 5-HT, porém a
MDA e a MDMA exercem um complexo espectro de acdes comportamentais. Em altas
doses, sao alucindgenos, porém em baixas doses, induzem um estado subjetivo de bem-
estar (LIESTER et al., 1992). O uso terapéutico do MDA e MDMA tém sido
desencorajado nao s6 devido ao seu potencial de neurotoxidade, mas devido ao seu
elevado potencial de abuso.

A neurotoxicidade serotoninérgica do MDA, MDMA e PCA tém sido
demonstrada através de métodos bioquimicos (GIBB et al., 1990; INSEL et al., 1989) e
histologicos (MOLLIVER et al., 1990). Apesar disto, as provas de neurotoxicidade para
fenfluramina sdo controversas.

Estudos sugerem que em tratamento cronico com FEN hd uma reducdo nas
concentragdes de 5-HT no prosencéfalo em fibras imunoreativas para 5-HT (ZACZEK
et al., 1990; RICAURTE et al., 1991; ROWLAND et al., 1993; McCANN et al., 1994).
Porém ainda ¢ desconhecido se esses achados indicam danos reais aos neurdnios
serotoninérgicos ou uma deple¢ao de longa duracao de 5-HT sem danos estruturais.

49



Levando em consideracdo que estudos em nosso laboratdério evidenciaram a
participacdo do sistema serotoninérgico na modulacio do apetite ao sodio (BADAUE
PASSOS et al., 2003; OLIVARES et al., 2003; LIMA et al., 2004; CAVALCANTE-
LIMA et al., 2005a,b; CEDRAZ-MERCEZ et al., 2007; REIS, 2007) pode-se supor que
neste caso, devido a diminui¢do da neurotransmissdo serotoninérgica, houve um
aumento do apetite ao sodio.

Dados obtidos com a deplecao de serotonina cerebral, através da administracao
de para-clorofenilalanina (LIMA et al., 2004) e de lesdes excitotdxicas e eletroliticas do
DRN com o acido iboténico (OLIVARES et al., 2003; CAVALCANTE-LIMA et al.,
2005a,b), confirmam estas observacgdes, ja que demonstraram um intenso apetite ao
sodio em animais com déficit de neurotransmissao serotoninérgica.

Desta forma, pode-se avaliar que provavelmente ocorreu uma deple¢do cerebral
da indolamina referida, com conseqiiente déficit na neutransmissdo serotoninérgica, o
que levou ao aumento do apetite ao sddio observado na segunda semana. Dados obtidos
na terceira semana sugerem que a deplecdo serotoninérgica foi transitéria, visto que os
valores de ingestdo de salina foram reduzidos em relacdo aos da segunda semana, mas
sem apresentar diferengas significativas em relagdo ao grupo controle.

Embora ainda nao se tenha obtido nenhuma confirmag¢ao, os resultados obtidos
na segunda e terceira semana sugerem que houve uma deplecdo cerebral transitoria de
5-HT, sem danos estruturais aos neuronios serotoninérgicos, o que enfraquece a
possibilidade de neurotoxicidade.

6.2. EFEITOS DA ADMINISTRA(}AO CRONICA DE 8-OH-DPAT,
SOBRE A SEDE E O APETITE AO SODIO EM RATOS

Nossos resultados demonstraram que o tratamento cronico com 8-OH-DPAT em
ratos depletados de volume diminuiu os niveis de ingestio de NaCl 0,3M, tanto na
segunda semana, quanto na terceira comparativamente aos controles. Nao houve
alteragdo na ingestdo hidrica.

Ao contrario, em tratamento agudo em teste de duas escolhas, hd um aumento
desses niveis (COOPER & CICCOCIOPPO, 1993). Nesse estudo os autores realizaram
uma privagao hidrica de 22 horas nos animais, os quais posteriormente foram divididos
em dois grupos. O primeiro grupo teve livre acesso a salina 1,8% e a 4gua em um teste
de dupla escolha, por um periodo de 30 minutos. No segundo grupo, foram ofertados
salina 0,9% e 4gua, seguindo o mesmo modelo do primeiro. Os animais que foram
testados apos a administragdo de 8-OH-DPAT, aumentaram a ingestdo de salina
hipertdnica e ndo obtiveram qualquer diferenca sobre a ingestdo de salina isotdnica ou
agua.

Resultados similares foram encontrados anteriormente por Cooper et al., (1988)
os quais avaliaram os efeitos do 8-OH-DAPT sobre o consumo de dgua e salina em
diferentes concentragdes (0,45% - 2,8%), em um teste de ingestdo de 30 minutos, sendo
observado que o agonista 5-HT;, aumentou a ingestdo de duas solugdes de salina
hipertdnica nos animais tratados, mas produziu pouco ou nenhum aumento com relagao
a ingestao de dgua, salina isotonica ou hipotonica.

Quando 8-OH-DAPT foi injetado bilateralmente no PVN do hipotalamo, obteve-
se uma reducao significativa da ingestdo de sddio em animais depletados. Quando
previamente foi realizada a administragdo do antagonista especifico 5-HT;a, pMPPF,
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ocorreu um bloqueio da resposta indicando que os efeitos observados sobre o apetite ao
sodio, ¢ devido a ativagdo de autoreceptores 5-HT ;4 (VILLA et al., 2007).

Caras et al., (2008) demonstraram que ratos tratados com 8-OH-DPAT de forma
dose-dependente, aumentam o consumo de salina hipertonica (0,45M NaCl) em teste de
unica op¢ao.

Desta forma, observou-se que quando administrados agudamente, os agonistas
5-HT;a, promovem uma ag¢do inibitdria provavelmente por atuar em autoreceptores, o
que tem como conseqiiéncia uma diminuicdo da atividade serotoninérgica central
(COOPER & CICCOCIOPPO, 1993) e conseqiiente aumento do apetite por sodio, o
que difere do tratamento cronico, onde um longo periodo de exposi¢do a droga leva a
dessensibilizacdo dos autoreceptores 5S-HT | A.

As respostas clinicas dos agentes antidepressivos, no caso os agonistas 5-HTa,
se da através do aumento da neurotransmissdo serotoninérgica, devido a
dessensibilizacdo de autoreceptores somatodendriticos 5-HT 4 que ocorre no tratamento
cronico. Esse receptor desempenha um papel crucial nas agdes terapéuticas desses
agentes (ALBERT et al., 1996; RIAD et al., 2001; ALBERT & LEMONDE, 2004).

A dessensibilizagdo de autoreceptores somatodendriticos 5-HT ;4 € resultante do
processo de internaliza¢do, o que tem como conseqiiéncia o aumento da transmissao
serotoninérgica e da liberagdo de 5-HT nas suas dreas de atuagao.

Essa dessensibilizacao causada pela estimulacao repetida dos autoreceptores 5-
HT;a, pode ocorrer depois de 2 a 3 semanas de tratamento (RIAD et al.,, 2001).
Entretanto, ha resultados controversos. Em um tratamento continuo por duas semanas
com agonistas 5-HT;, , 8-OH-DPAT e com alnespirona, observou-se que somente com
alnespirona ocorria dessensibilizagdo dos autoreceptores somatodentriticos 5-HT ;o que
controlam a liberagdo de 5-HT no DRN e no cortex frontal (CASANOVAS et al.,,
1999).

Em resumo, a maior parte dos dados disponiveis na literatura revela que a
estimulagdo repetida por longo prazo do receptor SHT;4 do DRN, leva a uma
dessensibiliza¢do e internalizagdo dos autoreceptores, o que resulta em uma reducdo da
freqiiéncia de disparos dos neurénios 5-HT (BLIER et al., 1998; RIAD et al, 2001).

Tais informagdes corroboram com o fato de que a administragdo de uma tUnica
dose de buspirona, um agonista SHTa, leva a diminui¢ao significativa da sintese de 5-
HT na maior parte do cérebro, ao contrario do que ocorre em tratamento cronico, o qual
induz a diferencas significativas em termos de sintese de 5-HT (OKAZAWA et al.,
1999).

Assié et al., (2006) demonstraram que os autoreceptores somatodendriticos
SHT, sdo rapidamente dessensibilizados pela ativa¢do cronica de agonistas de alta
eficacia, mas nao pela ativacao cronica de um agonista parcial.

Desta forma, levando-se em consideracdo as evidéncias que
correlacionam a participagao do sistema serotoninérgico sobre a inibi¢do tonica do
apetite ao sodio (BADAUE-PASSOS et al., 2003; OLIVARES et al., 2003; LIMA et al.,
2004; CAVALCANTE-LIMA et al., 2005a,b; CEDRAZ-MERCEZ et al., 2007; REIS,
2007) pode-se supor que a agdo de agonistas 5-HT;a, no caso 8-OH-DPAT (um
agonista de alta eficacia) em autorreceptores somatodendriticos, diminui a atividade
central serotoninérgica, tendendo desta forma a aumentar o apetite por sédio (COOPER
& CICCOCIOPPO, 1993). Assim, em tratamento cronico, provavelmente tais
receptores sofrem uma dessensibilizacdo (tal como sugerido para a resposta
antidepressiva) o que levaria a um aumento da neutransmissdo serotoninérgica,
explicando assim a diminui¢ao do apetite por sodio.
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6.3. EFEITOS DA ADMINISTRACAO CRONICA DE SERTRALINA,
SOBRE A SEDE, APETITE AO SODIO E NIVEIS PLASMATICOS DE ADH E
OT EM RATOS

Com os dados apresentados nota-se que a limiar da sede e do apetite por sddio
foram as primeiras alteragdes observadas em ratos tratados cronicamente com SERT,
apods desafios osmoticos ou hipovolémicos. A intolerancia a ingestdo hidrica em todos
os paradigmas experimentais realizados pode ser sugestiva de uma aumentada retengao
renal de 4gua. Esta resposta hipodipsética também poderia ser decorrente de uma
elevada atividade serotoninérgica ascendente a partir da rafe mesenceflica,
concomitantemente ao aumento da atividade pos-sinaptica durante o tratamento com
sertralina.

O recrutamento de neurdnios serotoninérgicos do NDR poderia ser responsavel
por essa resposta hipodipsética. Estudos anteriores demonstraram que animais tratados
com microinjecdes icv de agonista 5-HT,c, apresentaram reducdo da ingestdo de agua
induzida por estimulagdo colinérgica, angiotensinérgica ¢ B-adrenérgica (REIS et al.,
1990a,b, 1992). Em outro estudo, foi demonstrado que a lesdo eletrolitica no NDR
induz uma intensa resposta hiperdipsética em ratos com acesso livre a agua (REIS et al.,
1994).

Por outro lado, o aumento da densidade urinaria, valores mais baixos de
hematocrito e elevados niveis plasmaticos de ADH e OT associados a concomitante
hiponatremia, descartam a hipdtese de possivel modulagdo serotoninérgica na resposta
dipsogénica.

Os resultados deste estudo confirmam dados de outros autores (BRADLEY et
al., 1996; GIRAULT et al., 1997; KIRBY & AMES, 2001; RAFAEL & TOKESHI,
2002), em que o tratamento cronico com SSRI pode levar a sindrome da secre¢do
inadequada de ADH (SIADH) e conseqiientemente a hiponatremia.

Provavelmente a intolerancia a resposta dipsogénica ocorreu devido ao
estabelecimento de um limiar mais elevado para ingestdo hidrica. Desta forma, uma
aumentada reabsor¢do renal de agua, confirmada pela elevada densidade urinéria,
suscitada por altos niveis plasmaticos de ADH, o qual ¢ um efeito adverso dos fairmacos
SSRI, proporciona uma reducao da tonicidade do LEC que favorece a um elevado limiar
para resposta hipodipsética.

A maior resposta a ingestdo de sal observada apds o periodo de privacao hidrica
e deplecao de volume pode ser imputada a hiponatremia, que parece ser resultado dos
efeitos da STADH em ratos tratados com SERT.

Assim, observa-se que o tratamento cronico com os SSRI pode levar a quadros
graves de hiponatremia (BURKE & FANKER, 1996; BRADLEY et al.,, 1996;
ROSNER, 2004; WIINEN et al., 2004; SEIDERER et al., 2006) a qual ¢ um efeito
colateral causado pelo tratamento com este tipo de medicamento, e estd associado com a
SIADH na maioria dos casos (SPIGSET et al., 1998; KOELKEBECK et al., 2007,
AGRAWAL et al., 2007). Os farmacos SSRI podem causar a SIADH por estimular
direta ou indiretamente a liberacio de ADH pela neurohipofise, apesar de seu
mecanismo ser desconhecido (LIU et al., 1996; BELTON & THOMAS, 1999). A
SIADH representa uma desordem de retencao renal de agua, que ¢ caracterizada por um
estado euvolémico, com baixa osmolalidade plasmatica e uma elevada osmolalidade
urinaria. Varias condigdes sdo implicadas na génese deste distirbio osmorregulatorio
(PEREZ et al., 2004; CURY et al., 2006). O excesso do ADH e uma elevada ingestdo
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hidrica corroboram para a hiponatremia (MARAR & AMICO, 1998). A resposta
hipodipsética e a elevada ingestdo de salina hipertonica confirmam esses dados.

Estudos experimentais e clinicos tém demonstrado que antagonista de receptores
V2 de ADH pode corrigir a hiponatremia observada na SIADH e na insuficiéncia
cardiaca congestiva (PALM et al., 2001, 2006; WONG & VERBALIS, 2001). Com
base nestes resultados, o aumento da excrecdo de dgua livre obtida apds o bloqueio de
receptores V2 poderia atenuar em parte a reducdo da ingestdo da agua e a maior
ingestao de salina hipertonica observada em ratos tratados com SERT.

Os ratos tratados com SERT consumiram elevados niveis de salina
hipertonica, provavelmente devido a hiponatremia causada pela SIADH, mas com a
remocdo da SERT observou-se que a ingestdo de agua e salina hipertonica tanto dos
animais controle quanto dos animais tratados passaram a ndo ter diferencas
significativas.

A hiponatremia geralmente desenvolve-se durante os primeiros meses de terapia
com SSRI em seres humanos (3-120 dias) e a sua reversdo pode ocorrer de 2 a 28 dias
apos a suspensao do SSRI (LIU et al., 1996). Este dado explicaria os niveis de ingestao
de 4gua e salina sem alteragdo significativa em ambos os grupos experimentais apos a
retirada da SERT.

Resultados comparaveis possivelmente se desenvolvem em animais de
companhia submetidos ao tratamento cronico com SSRI, entretanto, ndo hé relatos
clinicos publicados em periodicos nacionais. Farmacos deste grupo sdo prescritos no (i)
tratamento da ansiedade da separagdo (ii) no controle das manifestagdes
comportamentais da sindrome da dermatite de extremidades e (ii) sugeridos no
tratamento da dominancia agressiva, em caes (DODMAN et al., 1996; WYNCHANK &
BERK, 1996a; 1996b; LANDSBERG et al., 2008).

O tratamento de hiponatremia associada ao uso de SIADH consiste em
interrup¢do da medicacdo, restricdo hidrica, aplicacdo de soro hipertdnico e uso de
diuréticos. Com a retirada do SSRI, os niveis de s6dio voltam progressivamente aos
seus valores normais (DOSHI & BORISON, 1994; WOO & SMYTHE, 1997; CURY et
al., 2006; SEIDERER et al., 2006; JACOB & SPINLER, 2006).

Considerando que a hiponatremia reduz a sintese de ADH (ROBINSON et al,
1990), nossos resultados sugerem que o efeito excitatério do SSRI sobre a secregdo de
ADH esgota a a¢do inibidora da hiposmolalidade. Assim, a interrupg¢do do tratamento
com SERT normalizou o comportamento ingestivo de agua e sodio. Ambas as
observagdes sdo correlacionados com dados obtidos por Verbalis & Gullans (1993) que
mostraram que a hiponatremia induzida pela infusdo cronica de 1-deamino-[8-D-
arginina]-vasopressina ¢ revertida 24 horas apds a remog¢ao do agonista. Neste contexto,
a expansao de volume com solucao hipertonica estimula tanto a liberagdo de ADH
quanto de OT (VENTURA et al., 2002). Além disso, varios tratamentos com agonista
serotoninérgico ou liberador de serotonina tém sugerido que a 5-HT exerce um papel
estimulatério central na liberagcdo de OT (MOOS & RICHARD, 1983; MIKKELSEN et
al., 1999; UVNAS-MOBERG et al., 1999; JORGENSEN et al., 2003). No tratamento
agudo com SSRI realizado por Uvnas-Mober et al., (1999), foi observado que hd um
aumento nos niveis plasmaticos de OT. A administragdo deste medicamento por 14 dias
afetou o mecanismo de liberacdo da mesma, persistindo seus niveis elevados. Assim,
pode-se sugerir que a liberagdo de OT ¢ um importante aspecto farmacologico dos SSRI
(UVNAS-MOBERG et al., 1999). Isto pode ser explicado pelo fato de que terminais
serotoninérgicos foram identificados em areas vasopressinérgicas e ocitocinérgicas, tais
como no PVN e NSO (SAWCHENKO et al., 1983; LARSEN et al., 1996). Tal fato
corrobora com estudos que mostram consistentemente que a 5-HT aumenta os niveis
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plasmaticos de ADH ¢ OT (MOOS & RICHARD, 1983; STEARDO & IOVINO, 1986;
SAYDOFF et al., 1991; CHAN et al., 1997; MIKKELSEN et al., 1999; UVNAS-
MOBERG et al., 1999; AGRAWAL et al., 2007).

A OT ¢ secretada na circulacdo sangiiinea durante expansao de volume,
particularmente durante expansdo hipertdnica, e possui agdo natriurética, um
mecanismo importante para compensar ou, pelo menos, atenuar essa expansao
(VENTURA et al., 2002; McCANN et al., 2003). Complementando a ac¢ao renal,
esse hormonio também inibe o apetite ao soédio.

Varios estudos tém relatado o envolvimento da OT central na modulagdo da
ingestdo de sodio (BLACKBURN et al., 1995; STRICKER & VERBALIS, 1996;
FITZSIMONS, 1998; FRANCHINI et al., 2002; FITTS et al., 2003; WEISINGER et al.,
2004). Além disso, baseado em poucas evidéncias, acredita-se que o efeito inibitorio
exercido por neurdénios ocitocinérgicos sobre a ingestdo de sédio pode ser regulado,
pelo menos em parte, por ativagdo de neurdnios serotoninérgicos.

Neste estudo, observou-se um aumento da concentracdo plasmatica de OT em
animais tratados com SERT e paradoxalmente uma elevada ingestao de sodio induzida
por diferentes desafios. Apesar de ndo ter sido medida a atividade da OT central,
estudos sugerem que os niveis circulantes da OT plasmatica sdo marcadores da
atividade da OT central (VERBALIS et al. 1995a, b; STRICKER & VERBALIS, 1996).
A OT plasmatica aumenta em resposta a uma sobrecarga osmoética, € esse aumento
¢ revertido em resposta a diluicdo do liquido extracelular durante a ingestdo de
agua que precede o apetite ao sd6dio em animais hipovolémicos (BLACKBURN et
al., 1995; VERBALIS et al., 1995a,b).

Sugere-se entdo que a elevada ingestao de salina hipertonica observada em ratos
tratados com SERT seja causada pela hiponatremia, efeito esse determinado pelos
elevados niveis de ADH, o qual levou a retencao renal de agua, associada a natriurese
relacionada com OT, especialmente ap6s expansao hipertonica do LEC (SOARES et al.,
1999; VENTURA et al., 2002; ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). Além disso,
Verbalis et al., (1991) demonstraram que o tratamento com antagonista de OT bloqueia
o efeito natriurético de concentracdes fisiologicas de OT.

Com base nas informagdes presentes, o tratamento cronico com SERT e/ou a
expansao do volume plasmatico poderia primariamente explicar os elevados niveis
plasmaticos de OT observados neste experimento. Isto ocorreria, pois a OT poderia
estar elevada devido a estimulagdo serotoninérgica em areas ocitocinérgicas. Por outro
lado, poderiamos descartar uma possivel influéncia da expansdo de volume,
particularmente porque esta foi obviamente hipotonica, o que contrariaria hipotese
mencionada acima.

Desta forma pode-se sugerir que, em contraste com os reconhecidos efeitos
inibitérios da OT central, bem como os mecanismos centrais serotoninérgicos de
controle do apetite ao sodio, a reducao da ingestdo de agua e aumento da ingestao de
sodio em ratos tratados cronicamente com SERT ¢ resultante da hiponatremia causada
pela secrec¢ao inadequada de ADH.
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7. CONCLUSOES

Face ao exposto em nosso trabalho, e considerando evidéncias de outros autores,
pode-se concluir que,

e O tratamento cronico realizado com o liberador de serotonina, possivelmente
induziu a uma deple¢do central transitoria da indolamina com resultante
aumento do apetite por sodio.

e Tratamento cronico com 8-OH-DPAT dessensibiliza autorreceptores
somatodendriticos relacionados com a modulagdo da transmissdo
serotoninérgica. Nesta condi¢do, um aumento do recrutamento das vias
serotoninérgicas ascendentes constituir-se-ia em um mecanismo de modulagdo
do apetite por sodio apos a deplecao de volume.

e As alteragdes na sede osmotica e na resposta natriorexigénica em ratos tratados
cronicamente com SERT, provavelmente estdo relacionadas com a retengdo
renal de agua e hiponatremia, possivelmente relacionada com a secrecao
aumentada de ADH. Tal fato ¢ compativel com a SIADH. Desta forma, o
conhecido efeito inibitério decorrente da estimulagdo serotoninérgica e
ocitocinérgica sobre o apetite ao soédio, ndo foi observado.

e O sistema serotoninérgico possivelmente atua na modulacdo do apetite por
sodio, sobre a qual exerce um papel inibitorio.

e De acordo com os resultados obtidos observa-se uma possivel participacdo de
circuitos serotoninérgicos mesencefalicos envolvidos na modulagdo do apetite
por sodio, o qual dependeria muito mais da ativagdo destes circuitos do que o
estimulo para a ingestdo de agua.

e O presente estudo chama atengdo para os efeitos adversos da terapia cronica com

SSRI provavelmente levar a uma severa hiponatremia especialmente durante a
associacao de SSRI com diuréticos em pacientes animais € humanos.
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ANEXO 1

Serotonina. Conexdes serotoninérgicas com a ladmina terminal, Participagdo do sistema
serotoninérgico no controle central da sede e do apetite por sddio.
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Representacdo esquematica de corte sagital do encéfalo de Rattus norvegicus,
mostrando circuito serotoninérgico do nucleo dorsal da rafe mesencefalica (DRN) e
suas conexdes com a lamina terminal (reproducdo e arte de P. L. Cedraz-Mercez,

bolsista FAPERIJ, a partir de evidéncias experimentais obtidas na area de Fisiologia
Animal/IB/UFRuralRJ ).
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ANEXO 2

Segue em anexo, o trabalho publicado na revista Experimental Physiology a partir de
alguns resultados obtidos nesta dissertacao.

Experimental Physiology, v.92 (5), p. 913-922

Sertraline, a selective serotonin reuptake inhibitor, affects thirst, salt appetite and
plasma levels of oxytocin and vasopressin in rats

Ana Paula de Magalhdes-Nunes, Daniel Badaué-Passos, Jr, Renato Rizo Ventura,
Daniel da Silva Guedes Jr, Jacqueline Pereira Aragjo, Priscila Camargo Granadeiro,
Hevellyn Katarine Milanez-Barbosa, Ricardo Henrique da Costa-e-Sousa, Magda Alves
de Medeiros, José Antunes-Rodrigues and Luis Carlos Reis.
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Experimental Physiology

Sertraline, a selective serotonin reuptake inhibitor, affects
thirst, salt appetite and plasma levels of oxytocin
and vasopressin in rats

Ana Paula de Magalhies-Nunes', Daniel Badaué-Passos, Jr*?, Renato Rizo Ventura?, Daniel da Silva Guedes
Jr*, Jacqueline Pereira Aratjo!, Priscila Camargo Granadeiro', Hevellyn Katarine Milanez-Barbosa',
Ricardo Henrique da Costa-e-Sousa', Magda Alves de Medeiros', José Antunes-Rodrigues?

and Luis Carlos Reis'

! Department of Physiological Sciences, Institute of Biology, UFRuralR], Seropédica, R], Brazil
2Department of Physiology, Faculty of Medicine of Ribeirdao Preto, USB, Ribeirao Preto, SP, Brazil
’Department of Psychology, University of Iowa, Iowa City, IA, USA

*Department of Medicine and Surgery, Institute of Veterinary, UFRuralR], Seropédica, R], Brazil

We investigated the effects of chronic administration of sertraline (SERT; ~20 mgkg™" day ™!
in drinking water), a selective serotonin reuptake inhibitor, on water and sodium intake and
on plasma levels of oxytocin (OT) and vasopressin (AVP) in basal and stimulated conditions.
Basal water intake was reduced in SERT-treated rats. After 24 h of water deprivation, rats treated
with SERT for 21 days ingested less water than the control rats (9.7 4= 0.5 versus 20.0 = 0.9 ml,
respectively, at 300 min after water presentation, P < 0.0001). Subcutaneous injection of 2 M
NaCl or isoproterenol evoked a lower dipsogenic response in rats treated with SERT for 21 days.
Fluid and food deprivation also induced a weaker dipsogenic response in SERT-treated rats
(1.6 £ 0.5 versus 10.2 = 1.2 ml, at 300 min, P < 0.0001) but had no effect on saline intake.
Sodium depletion induced a higher natriorexigenic response in the SERT group (5.6 & 1.3
versus 1.2 4 0.3 ml, at 300 min, P < 0.0002). Higher urinary density and lower plasma sodium
levels were observed after SERT treatment. Sertraline also increased plasma levels of vasopressin
and oxytocin (AVP, 2.65 = 0.36 versus 1.31 & 0.16 pgml~!, P < 0.005; OT, 17.16 = 1.06 versus
11.3 + 1.03 pgml~!, P < 0.0009, at the third week post-treatment). These data constitute the
first evidence that chronic SERT treatment affects water and sodium intake in rats. These effects
seem to be related to the hyponatraemia caused by the higher plasma levels of AVP and OT.

(Received 20 February 2007; accepted after revision 14 June 2007; first published online 15 June 2007)
Corresponding author D. Badaué-Passos, Jr: 11 Seashore Hall E, Department of Psychology, University of Iowa, Iowa
City, IA 52242, USA. Email: daniel-passosjunior@uiowa.edu

Selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI; e.g.  increases serotonergic activity and serotonin release (see

sertraline (SERT)) are widely prescribed to treat several
affective disorders (e.g. depression). In depression,
hypofunction of the brain serotonergic system is the
most accepted neurobiological causal factor (Blier &
Ward, 2003; Hensler, 2003). In this regard, chronic
administration of SSRI promotes downregulation of
somatodendritic 5-HT;, receptors (SDR), mainly those
located in serotonergic neurones from the midbrain
raphe. These SDR, when acutely activated, inhibit the
firing rate of serotonergic neurones. However, the SDR
downregulation related to chronic treatment with SSRI

© 2007 The Authors. Journal compilation © 2007 The Physiological Society

Le Poul et al. 1995a,b; Gourion et al. 2004).

Acute central or peripheral administration of serotonin
5-HT,c receptor agonists, SSRI or serotonin releaser
inhibits sodium appetite (Neill & Cooper, 1989; Rouah-
Rosilio et al. 1994; Badaue-Passos et al. 2003). An
increasing number of reports have established that the
central serotonergic system regulates sodium appetite
by directly acting on brainstem structures, such as the
lateral parabrachial nuclei (LPBN) (Menani et al. 1996,
1998a,b, 2002). Intracerebroventricular (1.c.v.) injections
of serotonergic 5-HT,p,c and 5-HTj; receptor agonists

DOI: 10.1113/expphysiol.2007.037358
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inhibit sodium intake (Castro et al. 2003). In addition,
a nicely conducted in vitro study showed that 5-HT5, ¢
agonist activates whereas 5-HT;, agonist inhibits the
electrical activity of neurones in the subfornical organ
(SFO; Scrogin et al. 1998). Taken together, this evidence
suggests that the serotonergic system may interfere with
sodium intake by acting in forebrain structures (e.g. SFO)
involved in this control.

Inarecent report, it was demonstrated that serotonergic
neurones from dorsal raphei nuclei (DRN) are recruited
during sodium satiety. It was achieved through the co-
immunodetection of Fos and serotonin (5-HT) in cells
from the DRN. The authors observed an increase in
the number of Fos/5-HT double-labelled cells in the
DRN after depletion-induced sodium intake (Franchini
et al. 2002). Additionally, previous data from our group
demonstrated the involvement of the DRN in the control
of sodium appetite. Electrolytic or excitotoxic lesion
of the DRN increased the basal salt intake in several
experimental models (Olivares et al. 2003; Cavalcante-
Lima et al. 2005a,b). Analogous responses were obtained
in serotonin-depleted rats (Lima et al. 2004).

Serotonergic  terminals  were  identified in
vasopressinergic and oxytocinergic areas, such as
the hypothalamic paraventricular (PVN) and supraoptic
nuclei (SON; Sawchenko et al. 1983; Larsen et al. 1996).
Several studies consistently show that serotonin increases
plasma levels of vasopressin (AVP) and oxytocin (OT;
Moos & Richard, 1983; Steardo & Iovino, 1986; Saydoff
et al. 1991; Marar & Amico, 1998; Mikkelsen et al. 1999).
Since AVP and OT are both involved in hydromineral
balance, changes in their plasma levels could modify the
regulation of plasma volume and tonicity (Fitzsimons,
1998; Antunes-Rodrigues et al. 2004; Weisinger et al.
2004) and, in turn, affect the expected inhibitory effect of
sertraline on water and sodium intake.

Therefore, in this study we aimed to investigate the
involvement of chronic SERT administration in thirst and
sodium appetite, together with plasma levels of OT and
AVP, in basal and stimulated conditions.

Methods
Animals and drugs

Male Wistar rats weighing 250-300 g were maintained in
a room with lights on from 07.00 to 19.00 h, in which the
temperature was automatically controlled (23 & 2°C), and
had ad libitum access to chow (Purina®) and water. All of
the experimental protocols and animal procedures were
carried out in agreement with current Brazilian legislation
on animal welfare. Sertraline (sertraline hydrochloride,
MEPHA, Rio de Janeiro, Brazil) was administered ad
libitum to rats in drinking bottles (180 mg1~!, in distilled
water) for 3 or 4 weeks. For the duration of all experiments,

Exp Physiol 92.5 pp 913-922

the animals were housed in metabolic cages with ad libitum
chow, water or water plus sertraline, except during the
deprivation periods when the water and/or food were/was
removed.

Haematological indices and urinary density

Plasma sodium concentration was determined by flame
photometry and haematocrit index (%) by micromethod
using a sample from cervical trunk blood. Urinary density
(UD) was determined by refractometry method.

Plasma levels of vasopressin and oxytocin

Briefly, AVP and OT plasma levels were determined by
radioimmunoassay after previous extraction from plasma
using acetone and petroleum ether (Elias et al. 1997;
Ventura et al. 2005) with recovery rates higher than
87%. The assay sensitivity was 0.9 pgml~' and intra- and
interassay coefficients of variation were 7.7 and 11.9%,
respectively, for AVP and 12.6 and 7%, respectively, for
OT. All samples from a single experiment were assayed in
duplicate in the same assay.

Experimental procedures

The rats were chronically treated with SERT (180 mg1™')
in drinking water, for 3 or 4 weeks, depending on the
protocol used. Based on the average of daily water intake
observed in SERT-treated animals, the estimated dose
range was 15-20 mg kg~! day~'. Control groups received
distilled water. The water intake response was evaluated
using the following protocols.

Protocol 1. To evaluate the effect of SERT treatment on
thirst, cumulative daily water intake was measured during
4 weeks of SERT treatment (SERT group, n= 11; control
group, n = 12). The results are expressed as weekly means.
Haematocrit indices were evaluated weekly; however, UD
was determined only in the first and fourth weeks. In order
to evaluate the contribution of the taste of SERT dissolved
in drinking water to the drinking behaviour, prior pilot
tests were performed.

Protocol 2. Water and sodium intake induced by
dehydration were also investigated in rats treated for
3 weeks with SERT or vehicle (n = 10 for each group) that
were submitted to 24 h of water deprivation (WD). On
the first day following 24 h of water deprivation (day 23),
only burettes containing water were presented to the rats,
whereas only burettes containing 0.3 m NaCl were offered
on the second day (day 24). Sertraline was continuously
administered to the SERT group until day 29, except on
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day 22, when water deprivation was performed. Fluid
intake measurements were performed daily until day 32.

Protocol 3. Water intake induced by subcutaneous
injection of hypertonic sodium solution (2m NaCl,
2mlkg™') was evaluated in rats treated for 3 weeks
with SERT or vehicle (n=8 and n=9, respectively).
Cumulative water intake was measured for 300 min.
During the acute drinking test, SERT was not present in
the distilled water.

Protocol 4. The well-known dipsogenic approach based
on f-adrenergic stimulation by the administration of
isoproterenol (100 gkg™!, s.c., immediately before water
presentation) was used in rats treated for 3 weeks with
SERT or vehicle (n=7 for each group). Thereafter,
cumulative water intake was measured every 60 min for
300 min. During the acute drinking test, SERT was not
present in the distilled water.

Protocol 5. Food deprivation for 24 h was used in rats
treated for 21 days with SERT or vehicle (n=6 for each
group). Water intake and urinary volume were measured
daily before and after the challenge. Daily measurements
were performed until day 25.

Protocol 6. Combined fluid and food deprivation was
used inrats treated for 21 days with SERT or vehicle (n = 10
for each group). The animals were maintained for 24 h
with no access to water and food. On the next day, after
fluid presentation, cumulative intakes of water and 0.3 m
NaCl were determined for the first 300 min and 24 h after
presentation.

Protocol 7. The effect of sodium depletion was evaluated
in rats treated with SERT (n=10) or vehicle (n=10)
for 21 days. Frusemide (20 mgkg™!, s.c.) was injected
24 h before the measurements, and the animals were
kept on a low-sodium diet and had access to distilled
water during this period. On the day of the experiment
(day 23), cumulative intakes of water and 0.3 m NaCl were
determined acutely over 300 minutes.

Protocol 8. Representative groups of rats treated for
3 weeks with SERT or vehicle were decapitated. Trunk
blood samples were taken, centrifuged, and plasma was
collected for later determination of sodium, AVP and OT
levels (SERT group, n = 10; control group, n=12). At the
time of collection, neither group had access to 0.3 M NaCL

Statistical analysis

The differences in AVP and OT plasma levels,
haematological data and urinary density between the
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groups were determined by Student’s unpaired f test.
For multiple comparison, two-way analysis of variance
for repeated measures (ANOVA), followed by Student—
Newman—Keuls post hoc test was used. In all comparisons,
the level of significance was set at P < 0.05.

Results

Water intake in basal conditions, haematological
indices and urinary density

The basal consumption of water in SERT-treated rats
was significantly lower than in the control group
during the entire experimental period (e.g. 27.9+ 1.9
versus 42.6 2.2 ml, at the fouth week of treatment,
P <0.0001; Fig. 1). In the same period, the haematocrit
indices in SERT-treated rats were always lower than in
the control rats (e.g. 38.7 £0.59 versus 42.3 +0.81%,
at day28, P <0.0001), as were the plasma sodium
concentrations (132.9 & 1.5 versus 141.0 = 1.1 mEq 1™, at
day 21, P < 0.0001). Urinary density in the SERT-treated
rats was greater than in the control rats (1.048 £ 0.003
versus 1.004 +0.003kgl™" and 1.054 40.002 versus
1.043 +£0.003kgl™!, at the first and fourth week,
respectively, P < 0.05). Body weight was slightly reduced,
but not statistically lower in SERT-treated rats (372.3 + 5.6
versus 362.4 £ 5.1 g at day 28).

Prior pilot tests indicate that aversion is not solely
responsible for the lack of water intake in animals receiving
SERT in drinking water (data not shown).
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Figure 1. Basal ingestion of water in sertraline-treated rats
(SERT)

Data are reported as means =+ s.e.M. *P < 0.05, in comparison with
controls (CTL).
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Water intake induced by water deprivation and
subsequent natriorexigenic response

Water deprivation induced a lower dipsogenic response
after 21 days of SERT treatment compared with vehicle
(9.7 £ 0.5 versus 20.0 0.9 ml, at 300 min, P < 0.0001;
Fig.2A). Nevertheless, SERT-treated rats exhibited a
greater intake of 0.3m NaCl than control animals
(48.9 £ 0.7 versus 13.2+2.5ml, P <0.0001) on day 24.
A gradual reduction, but still higher sodium intake, was
seen in SERT-treated animals until day29, when SERT
was removed from drinking water (Fig.2B). Removal of
SERT induced a decrease in saline intake to the same
levels as the control animals (Fig. 2B). In the same way,
water intake was decreased until day 29 in SERT-treated
rats compared with control animals (12.8 £ 2.6 versus
25.4 4+ 1.5ml, P < 0.0001), and then returned to control
values (Fig. 2C).

Water intake osmotically induced by 2 m NaCl
administration

Osmotic stimulation by subcutaneous injection of
hypertonic saline (2 ml kg™!) induced a weaker dipsogenic
response in the SERT group, which was lower than
control values (2.6 =+ 0.7 versus 5.6 & 0.45 ml, at 300 min,
P < 0.0001; Fig. 3A).

Water intake induced by 3-adrenergic stimulation

B-Adrenergic stimulation produced by subcutaneous
injection of isoproterenol failed to produce a dipsogenic
response in SERT-treated rats, but induced a significantly
higher water intake in the control group (0.8 & 0.16 versus
6.5 £ 0.45 ml, at 300 min, P < 0.0001; Fig. 3B).

Water intake and water excretion during food
deprivation

Food deprivation induced a reduction in water intake
in both groups, but it was more powerful in the
SERT group than in control rats (SERT group, day 21,
20.3 £2.8 ml versus day 22, 4.8 £ 0.93 ml, reduction of
76.3%, P < 0.0004; control group, day 21, 31.7 & 2.44 ml
versus day 22, 22.2 = 2.96 ml, reduction of 30%, P < 0.04;

Figure 2. Acute water intake (A), chronic 0.3 M NaCl intake (B)
and chronic water intake (C) after 24 h of water deprivation in
sertraline-treated rats (SERT)

Sertraline treatment was performed for 21 days before water
deprivation, and concluded on day 29. SERT was not given on the day
of WD (day 22). Chronic 0.3 M NaCl and water intakes were measured
daily after 0.3 M NaCl presentation (day 24). Data are reported as
means =+ s.e.M. *P < 0.05, in comparison with controls (CTL).
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Fig.4A). On the day immediately after refeeding, water
intake showed similar values in both groups; however, the
SERT group returned to lower levels, which were similar to
those before food deprivation. Urinary volume was always
lower (antidiuretic response) in the SERT group (5.7 1.3
versus 10.5 & 1.3 ml, 24 h after food deprivation, P < 0.05;
Fig. 4B), but it was not significantly altered by either food
deprivation or refeeding.

Water and 0.3 m NaCl intake induced by deprivation
of fluids and food

Twenty-four hours deprivation of fluids and food induced
a lower dipsogenic response in SERT-treated rats than
in controls (1.6 +0.5 versus 10.2 1.2 ml, at 300 min,
P < 0.001). No difference was observed in saline intake
(Fig. 5A and B). Sodium preference, calculated as the ratio
between the ingested volume of 0.3 M NaCl and the total
fluid ingested (saline intake 4 water intake) was, however,
higher in SERT-treated than in control rats (SERT group,
0.95 £ 0.08; control, 0.58 & 0.06, at 300 min, P < 0.05;
data not shown).

Water and 0.3 m NaCl intake induced by sodium
depletion

Sodium depletion induced a higher natriorexigenic
response in SERT-treated animals (26.2£2.3 versus
18.5+2.5ml of 0.3 M NaCl, at 300 min, P < 0.03) and
a lower dipsogenic response when compared with the
control group (1.2 £ 0.3 versus 5.6 = 1.3 ml, at 300 min,
P <0.0002; data not shown). Although saline intake
was only slightly higher in SERT-treated animals, the
preference for sodium, represented by the ratio between
the ingestion of 0.3 M NaCl and the total fluid ingested, was
significantly higher in SERT-treated animals (SERT group,
0.97 £ 0.07; controls, 0.73 = 0.06, at 300 min, P < 0.05).

Plasma levels of AVP and OT

Chronic administration of SERT increased plasma levels
of AVP (Fig. 6A) and OT (Fig. 6B).

Discussion

These data report, for the first time, changes in thirst and
sodium appetite in SERT-treated rats in basal conditions
and after osmotic/volaemic challenges. An abnormal
reduction in water intake was observed in SERT-treated
rats during the basal measurements. Additionally, different
dipsogenic challenges produced a lower water intake in
SERT-treated rats. In contrast, salt intake was higher
in SERT-treated rats after most of the challenges, but
most notably after water replenishment following 24 h of
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water deprivation. Taken together with the hyponatraemia
observed after SERT treatment, the responses observed
after osmotic/volaemic challenges support the idea that
SERT-treated rats are over-retaining water and/or over-
excreting sodium. This may explain, at least in part, the
lower basal and induced water intake and the higher
induced saline intake observed in this study.

Our understanding is that the hyponatraemia observed
in SERT-treated rats somehow attenuates the genesis
of thirst induced by different strategies. Changes in
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Figure 3. Ingestion of water in rats treated with sertraline for
21 days (SERT) after injection of hypertonic saline (2 M NaCl,
s.c.; A) or B-adrenergic stimulation (isoproterenol,

100.0 g kg, s.c.; B)

Data are reported as means =+ s.e.M. *P < 0.05, in comparison with
controls (CTL).
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the sensitivity of sodium-sensor neurones, as conceived
elsewhere, may be hypothesized. For example, a Na™-
sensing role has been attributed to Na, channels present in
neurones from the median preoptic nucleus (MnPO) and
SFO (Voisin ef al. 1999; Hiyama et al. 2002, 2004; Grob
et al. 2004). These osmo-/sodium-sensing mechanisms
initiate neuroendocrine responses, by changing the plasma
levels of AVP and OT, in order to trigger a corrective
water/sodium ingestive behaviour. Evidence from Hiyama
et al. (2004) has clearly shown that SFO is at the core of the
control of salt intake behaviour. Therefore, hyponatraemic
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Figure 4. Ingestion of water (A) and urinary volume (B) in
chronic sertraline-treated rats (SERT) after food deprivation (FD)
and refeeding (RF)

Data are reported as means =+ s.e.M. *P < 0.05, in comparison with
controls (CTL).

Exp Physiol 92.5 pp 913-922

rats would express an augmented salt preference in parallel
with an increased avoidance of water intake.

The recruitment of serotonergic neurones from the
raphe nuclei would per se minimize the expression of
hypodipsogenic response. Prior evidence has revealed
that 1.c.v. microinjections of MK212, an 5-HT,¢
agonist, inhibit water intake induced by cholinergic,
angiotensinergic and B-adrenergic stimulation (Reis et al.
1990a,b, 1992, 1994). In accord, in another study, it
was demonstrated that electrolytic lesion of DRN, a
serotonergic nucleus of the midbrain raphe, induced an
intense dipsogenic response in rats with free access to water
(Reis et al. 1994).
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Figure 5. Ingestion of water (A) and 0.3 M NacCl (B) in rats
treated with sertraline for 21 days (SERT) after 24 h deprivation
of fluids and food (FFD)
Data are reported as means =+ s.e.M. *P < 0.05, in comparison with
controls (CTL).
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An inhibitory influence of the serotonergic system on
water intake, as observed in the present study, cannot
be discarded. It may be acting simultaneously with the
hyponatraemia, higher plasma volume and higher AVP
plasma levels observed in SERT-treated rats. Our results
support data from other authors (Bradley et al. 1996;
Girault et al. 1997; Kirby & Ames, 2001; Raphael & Tokeshi,
2002) in which an association between the syndrome of
inappropriate secretion of antidiuretic hormone (SIADH)
and hyponatraemia in patients under chronic SSRI
treatment was observed. Only one study has shown that
sertraline treatment did not cause any changes in plasma
sodium levels in humans (Catalano et al. 2000).

The lower water intake observed in SERT-treated rats
after 24 h of water deprivation may be associated with
the differential efficacy of this challenge in producing
equivalent dehydration in animals that have different
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Figure 6. Plasma levels of vasopressin (A) and oxytocin (B) in
rats treated with sertraline for 21 days (SERT) with free access
to drinking water

Data are reported as means =+ s.e.M. *P < 0.05, in comparison with
controls (CTL).
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amounts of water in the body. However, the remarkably
higher salt intake observed after water intake following
24 h of water deprivation seems to result from the effects
of AVP-/SERT-related hyponatraemia and is somehow
enhanced by water intake induced by water deprivation.

The STADH represents a disorder of water retention that
is characterized by hyponatraemia and inappropriate urine
concentration (Verbalis, 1984; Verbalis & Gullans, 1993;
Verbalis et al. 1995). Experimental and clinical studies have
demonstrated that vasopressin V, receptor antagonists can
correct hypervolaemic hyponatraemia observed in SIADH
and congestive heart failure (Palm ez al. 2001, 2006; Wong
& Verbalis, 2001). Based on these findings, the increased
free water excretion obtained after the blockade of V,
receptors could partly attenuate the reduced water intake
and the higher salt intake observed in SERT-treated rats.

Considering that hyponatraemia reduces AVP synthesis
(Robinson et al. 1990), our results suggest that the
excitatory effect of SSRI on the AVP secretion overwhelms
the inhibitory action of hyposmolality. Thus, the
interruption of sertraline treatment reinstated water
and sodium ingestive behaviour. Both observations are
correlated to data obtained by Verbalis & Gullans (1993)
who have shown that hyponatraemia induced by chronic
infusion of 1-deamino-[8-p-arginine]-vasopressin was
reversed 24 h after agonist removal.

Acute treatments with serotonin agonist or serotonin
releaser have suggested that central serotonin exerts a
stimulatory role on the control of OT release (Moos &
Richard, 1983; Mikkelsen et al. 1999; Uvnas-Moberg et al.
1999; Jorgensen et al. 2003).

Several studies have reported the involvement of central
OT in the modulation of sodium intake (Blackburn
et al. 1995; Stricker & Verbalis, 1996; Fitzsimons, 1998;
Franchini et al. 2002; Fitts et al. 2003; Weisinger et al.
2004). In this context, it has been shown that neural OT
release in SFO alters the excitability of angiotensin II-
sensitive neurones. There may be a way by which OT
plays a modulatory role in the control of sodium appetite
(Hosono et al. 1999; Daniels & Fluharty, 2004). Moreover,
admittedly based on little evidence, we believe that
this inhibitory effect exerted by oxytocinergic neurones
on sodium intake may be regulated, at least in part,
by serotonergic neurones. Data obtained by Franchini
et al. (2002), in which they showed the activation of
midbrain serotonergic and PVN oxytocinergic neurones
after depletion-induced sodium intake, reinforces this
hypothesis.

In this study, we observed that SERT treatment increases
OT plasma concentration and ‘paradoxically’ enhances
sodium intake induced by different challenges. We did
not measure central OT activity, but studies performed
by Stricker, Verbalis and colleagues have suggested that
circulating levels of OT are markers for central OT activity.
The authors suggest that peripheral and central OT act in
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concert to produce a negative sodium balance (see Verbalis
et al. 1995a,b; Stricker & Verbalis, 1996). Although we
agree with this concept, we suggest that the higher sodium
intake observed in SERT-treated rats is caused by the
hyponatraemic effects determined by AVP-related water
retention together with OT-related natriuresis, which is
a recognized effect of peripheral OT, especially after
hypertonic expansion of the extracellular fluid (Soares
et al. 1999; Antunes-Rodrigues et al. 2004). Moreover, a
study performed by Verbalis et al. (1991) demonstrated
that OT antagonist treatment blocked the natriuretic effect
of physiological concentrations of OT.

Our understanding, based on the present information
obtained here, is that the chronic sertraline treatment
and/or the expanded plasma volume could primarily
explain the elevated OT plasma level observed in this
experiment. Increased plasma levels of OT, associated
with increased water retention elicited by high plasma
levels of AVP, can work together in order to intensify
the hyponatraemic status and subsequent natriorexigenic
response. This peripheral signal may somehow be
triggering stimulatory mechanisms that overwhelm the
recognized inhibitory role of central OT and serotonin in
the control of sodium intake, in order to restore the plasma
sodium concentration.

In conclusion, we suggest that, in contrast to the
recognized inhibitory effects of central OT as well as
central serotonergic mechanisms in the control of sodium
intake, the reduced water intake and increased sodium
intake observed in SERT-treated rats are result from the
hyponatraemia generated by the inappropriate secretion
of AVP and OT. Additionally, the present data alert us
to be aware of the risk of iatrogenic induction of a
severe hyponatraemia in patients submitted to chronic
treatment with SSRI, particularly when combined with
diuretic therapy.
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