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RESUMO

PARTICIPAGAO DOS RECEPTORES SEROTONINERGICOS DO SUBTIPO
5-HT; LOCALIZADOS NA AREA SEPTAL MEDIAL (ASM) SOBRE O
CONTROLE DA INGESTAO DE AGUA E SAL EM RATOS SODIO-
DEPLETADOS.

Anderson Pereira Souza
Orientador: Emilio José de Castro e Silva

A regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico € desempenhada por um conjunto de
mecanismos viscerais e comportamentais, nos quais se incluem a ingestao de
agua e sal controlados por diversos neurotransmissores e areas cerebrais.
Estudos sugerem a participacdo de mecanismos serotoninérgicos na indugéo
das respostas fisiologicas relacionadas com a regulacdo hidrossalina.
Trabalhos anteriores demonstraram que a integridade da area septal é
necessaria para a regulagdo da ingestido de agua e sal. No presente estudo.
analisamos o envolvimento dos receptores 5-HT3 serotoninérgicos localizados
na ASM sobre a ingestdo de agua e sal em ratos sédio-depletados. Verificamos
que a estimulagcao farmacologica especifica dos receptores serotoninérgicos 5-
HTs localizados na ASM, pelo agonista 5-HT; seletivo m-CPBG, aumenta a
ingestao de sal em ratos sodio-depletados. A especificidade deste efeito parece
assegurada pelo fato de que o pré-tratamento com ondansetrona, antagonista
dos receptores serotoninérgicos 5-HTs, aboliu completamente a elevagdo na
ingestéo de sal produzida pela administragdo do m-CPBG na ASM. Esse efeito
natriorexigénio parece ndo ser dependente de alteragfes na pressdo arterial,
visto que a micro-injecdo na ASM do m-CPBG n&o foi capaz de modificar este
parametro. Além disso, constatamos que a administracdo isolada do
antagonista ondansetrona é inacapaz de produzir efeito significativo sobre a
ingestdo de agua e sal em ratos sédio-depletados. Tomando em conjunto os
achados acima mencionados sugere-se que os receptores serotoninérgicos do
subtipo 5-HT3 localizados na ASM quando ativados farmacologicamente s&o
capazes de ativar mecanismos centrais envolvidos com a procura e a ingestao
de sédio.

PALAVRAS CHAVES: serotonina, area septal medial, ingestéo de sal.
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ABSTRACT

PARTICIPATION OF 5-HT; SEROTONERGIC RECEPTORS IN THE SEPTAL
MEDIAL AREA IN THE CONTROL OF WATER AND SALT INTAKE IN
SODIUM-DEPLETED RATS.

Anderson Pereira Souza
Orientation by Emilio José de Castro e Silva

In a complex interplay, several visceral and behavioral mechanisms participate
in the control of hidrosaline balance. Water and salt intake, crucial behavioral
mechanisms in this homeostatic system, are regulated by several brain areas and
distinct neurotransmitters. Previous data have shown that brain serotonergic
pathways play a significant role in these phenomena. It has been demonstrated that
the functional integrity of the septal area is essential for the brain control of water and
salt intake. In the present study, we investigated the role of 5-HT3 receptors within
the medial septal area in the control of water and salt intake in sodium depleted rats.
The data obtained show that the administration of a selective 5-HT; receptor agonist,
m-CPBG, into the septal medial area significantly increases salt intake in sodium
depleted animals. This effect seems to be due to the specific activation of 5-HT3
receptors located in this area since pretreatment with ondansetron, a selective 5-HT;
receptor antagonist, blocks the effect induced by m-CPBG. The administration of the
5-HT3 antagonist alone into the same area was devoid of effect. The natriorexigenic
observed after the administration of m-CPBG into the septal medial area was not
dependent on changes in blood pressure since the compound injected into the same
area was unable to modify this parameter. The present data, as related above,
suggest that 5-HTs receptors located in the septal medial area may have an
important stimulatory role in the regulation of salt intake in sodium depleted rats.

KEYWORDS: serotonin, medial septal area, salt intake.



LISTA DE ILUSTRAGOES

FIGURA 1: efeitos da micro-injecdo de m-CPBG na ASM sobre a ingestéo de

agua e sal em ratos s6dio-depletados. p.32

FIGURA 2: pré-tratamento com ondansetrona em ratos sédio-depletados que

receberam micro-inje¢do de m-CPBG na ASM. p.34

FIGURA 3: efeitos da micro-injecdo de ondansetrona em ratos na ASM sobre a

ingestdo de agua e sal em sédio-depletados. p.36

FIGURA 4: Medida da presséao arterial média (PAM) em ratos sédio-depletados
apo6s micro-injecéo de m-CPBG na ASM. p.37



12

1. INTRODUGAO

A perda de agua e eletrélitos pelo organismo ocorre por via fecal, salivar,
cutanea, respiratéria e por meio da sudorese, sendo que grande parte destas
vias citadas estdo envolvidas na regulagdo da temperatura corporal. Para uma
termorregulacdo eficiente, os animais, necessitam, em muitos momentos, de
eliminar agua e, em consequéncia, eletrélitos nela dissolvidos. Dessa maneira,
pode-se dissipar o excesso de calor. O sistema urinério, especificamente os
rins, minimiza os efeitos dessa perda de agua e eletrlitos a partir dos
processos de reabsorgdo tubular, o que diminui o volume urinario. Este
processo € fundamental para a manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico.
Porém, apesar de os rins diminuirem a perda de liquido durante os déficits de
agua através do sistema de feedback dos osmorreceptores-ADH, é necessario

que ocorra a ingestao adequada de liquido para contrabalancear as perdas.

O controle hidroeletrolitico € de extrema importancia fisiolégica. Para tal
controle, sdo utilizados diferentes mecanismos de reabsorgdo, excregdo e
ingestdo de agua e sais. Porém, se ocorre um desequilibrio hidrossalino,
respostas comportamentais, reflexas e endocrinas sdo essenciais para a
correcao e retorno da homeostase dos fluidos corporais. O apetite por sal e o
mecanismo da sede s§o comportamentos essenciais para 0s animais, pois
através da procura por agua e alimentos contendo sédio eles podem repor a
perda dessas substancias. As respostas comportamentais estdo intimamente
ligadas a ativagdo do sistema nervoso auténomo. O horménio antidiurético
(ADH), o peptideo natriurético (PNA) e o sistema renina-angiotensina-
aldosterona, sdo mecanismos hormonais extremamente importantes para a
manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico nos animais. Sabe-se que para o
inicio destas respostas, diversas areas do sistema nervoso central (SNC) e
diferentes tipos de neurotransmissores séo recrutados, promovendo a ativacéo
dos processos que fazem com que o equilibrio hidrossalino seja mantido
(Johnson, A. K. et al., 1997).
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O mecanismo de absorcdo de agua no intestino envolve rotas
transcelulares e paracelulares. A absorgéo intestinal de agua e soluto ocorrem
propor¢cdes iguais, semelhante a reabsorg¢do no tubulo contorcido proximal do
néfron. A absorcdo de agua depende da absorgéo de ions, principalmente Na*
e CI. O liquido absorvido & sempre isosmoético em relagdo ao intersticio. A
permeabilidade das juncdes fechadas entre as células epiteliais determina se
agua e eletrélitos se moverao pela rota transcelular ou paracelular. No intestino
delgado essas juncbes possuem baixa resisténcia, permitindo um movimento
paracelular significativo. No cdlon, essas juncdes séo firmes, ndo permitindo o

movimento paracelular.

A absorgado de Na” é feita durante todo o trajeto do intestino. O transporte
de Na' pelas células epiteliais do intestino também segue um padrdo similar
dos tubulos renais. Esse ion atravessa as membranas passivamente por
canais iGnicos, pelo co-transporte com aminoacidos e glicose a pelo transporte
ativo com a bomba de Na*/K’. Vale ressaltar que o gradiente de concentragéo
existente para possibilitar os processos de transporte do ion sédio pelas células
absortivas do intestino, € dependente da atividade Na'/K'ATPase na
membrana plasmatica basal e lateral das células epiteliais. Os contetdos do
intestino delgado séo isotdnicos em relagdo ao plasma. O conteudo luminal
possui aproximadamente a mesma concentragdo de Na* que a do plasma, de
modo que a absorgdo de Na' normalmente acontece na auséncia de um
gradiente significativo de concentragdo. Entretanto, a absorcdo do Na®* é ativa,
e pode ocorrer contra uma pequena diferenca de potencial eletroquimico para o
Na®.

A ingestao de agua, na dieta, pode ser consideravelmente modificada
pelo impulso da sede. Muitos podem ser os estimulos para desencadear a
sensagdo da sede e levar o individuo a procura de agua. Dentre estes, inclui-se
a variagdo da osmolaridade plasmatica, a diminuicdo do volume sanguineo
(hipovolemia), a diminuicéo da pressao sanguinea, o aumento da concentracdo
plasméatica de angiotensina 1l e o ressecamento da boca e das membranas
mucosas do es6fago. O aumento da osmolaridade do liquido extracelular

provoca desidratacdo intracelular nos centros da sede. Essa area € conhecida
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como centro hipotaldmico da sede, localizado mais precisamente no
hipotalamo pré-optico lateral, junto ao nucleo supra-6ptico. Nesta regido estao
presentes osmorreceptores que detectam a variacdo da osmolaridade no
liquido extracelular e estimulam os neurbnios destes centros provocando a
sensacido da sede, levando o animal & procura de agua. O mecanismo da
sede, juntamente com o mecanismo de osmorreceptores-ADH, mantém o
controle preciso da osmolaridade do liquido extracelular. A sensagéo de sede ¢
minimizada pelo ato de beber, mesmo antes dessa agua ingerida ser
absorvida. Porém, essa sensacdo € finalizada completamente apenas quando
a osmolaridade do plasma ou o volume sanguineo sado corrigidos (Fitzsimons,
J. T. 1998; Stricker, E. M. et al., 200).

A manutencdo da osmolaridade sanguinea exige constancia do volume
extracelular, no entanto, se esta somente fosse relacionada ao ajuste hidrico, o
volume vascular flutuaria largamente. Por esse motivo, o volume sanguineo
deve também ser precisamente regulado para manter a perfusdo nos tecidos
corporais e para que a volemia e a pressao arterial sejam mantidas. A
constancia do volume sanguineo depende da manutengdo do balango de
sédio, o ion mais importante do espaco extracelular. O apetite pelo sédio € um
comportamento inerente ao animal, pois 0os mesmos independentemente da
existéncia de natriopenia costumam ir & procura de alimentos contendo sédio
devido ao fato dos animais exibirem preferéncia pela ingestidoc deste ion.
Mecanismos renais que comandam retencio ou perda de sédio sdo regulados
pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona e pelo peptideo natriurético atrial.
Desordens no equilibrio entre a absorcdo e a excrecdo de sédio afetam a sua
quantidade total no corpo. Modificagbes dessa quantidade estdo intimamente
ligadas as alteragbes no volume sanguineo. Uma perda global do sddio no
corpo n&o provoca necessariamente uma diminuicdo de sddio no sangue, mas
pode causar diminuicdo de volume sanguineo. Quando o volume sanguineo
diminui, a pressdo arterial cai, a freqiiéncia cardiaca aumenta e o individuo
pode apresentar tonturas e, a depender da intensidade com que isso ocorre, 0
choque (Choi-Kwon, S. et al.,, 1990; 1991; Fitzsimons, J. T. 1998; Stricker, E.
M. et al., 2000).
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Muitos sdo os protocolos experimentais que podem ser utilizados para
estudar os mecanismos de respostas para um desequilibrio hidroeletrolitico.
Acbes que provocam situacdes de hipovolemia, hiperosmolaridade, sodio-
deplecao etc, podem induzir a sensacdo de sede e\ou o apetite por sal nos
organismos. Entdo, através da administragcdo de farmacos centralmente por
meio de micro-injegdes, podem-se estimular receptores especificos em regides
do SNC que se presume participar da regulagdo da ingestdo de agua e sal. A
utilizagdo destas drogas farmacologicas agonistas e/ou antagonistas
preferencialmente especificas dos receptores endégenos estudados, possibilita
analisar e entender melhor como s3o as respostas nos organismos no
processo de manutencao do controle hidroeletrolitico. Estas drogas possuem
caracteristicas semelhantes aos neurotransmissores enddgenos conhecidos e
ligam-se por afinidade bioquimica aos mesmos receptores.

Um importante neurotransmissor no controle do equilibrio hidro-
eletrolitico € a serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT), que age sobre sete
tipos diferentes de seus receptores (5HT; a 5HT7), sendo estes subdivididos
em 14 subtipos, que se localizam de maneira muito difusa por praticamente
todo SNC. A grande maioria destes receptores € do tipo metabotrépico. Estes
receptores transmitem a informagao nervosa de uma forma mais lenta, pois os
mesmos se encontram acoplados a proteina G e, para iniciar o processo de
fosforilagcao de proteinas, abertura ou fechamento de canais iénicos ou mesmo
a fosforilagao e ativagcéo de fatores de transcricdo celular, faz-se necessario a
formagédo de um segundo mensageiro. A excegdo € o receptor 5HTz, um
receptor ionotrépico, que possui uma agdo mais rapida, pois 0 mesmo é um
canal i6nico com permeabilidade seletiva a alguns ions como Na*, K* e Ca**.
Este canal se abre quando acontece a ligacdo com a molécula de serotonina.
(Barnes & Sharp, 1999; Raymond, R. J. et al., 2001)

A localizagédo dos neurdnios serotoninérgicos esta nos nucleos da rafe,
constituindo uma grande variedade em numeros de neurénios e em tipos
diferentes de neurdnios do tronco cerebral. Estes se organizam em torno da
linha mediana e projetam seus axénios em vias ascendentes e descendentes,
alcang¢ando praticamente todo o encéfalo, especialmente as areas do cérebro
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com fungbes equivalentes. A serotonina apresenta-se como um
neurotransmissor de carater regulatorio e amplamente distribuido no sistema
nervoso central (Azmitia, E. C. 1999). Aferéncias de diversas areas do SNC,
incluindo o hipotalamo, o cortex, o nucleo reticular, o tronco cerebral, a medula
espinhal e a habénula estimulam os ntcleos serotoninérgicos da rafe (Azmitia,
E. C. 1999; Adell, A. et al., 2002). No entanto, a serotonina ndo é o unico
neurotransmissor localizado e identificado nos nucleos da rafe. Outros
neurotransmissores também foram observados nestes nucleos neuronais,
incluindo norepinefrina, dopamina, acetilcolina, acido gama-amino-butirico
(GABA), substancia P e neurotensina. (Azmitia, E. C. 1999).

No SNC, mais precisamente nos nucleos da rafe mesencéfalica, ocorre
a sintese do neurotransmissor serotonina através da conversao do aminoacido
triptofano em 5-hidroxitriptofanc (5-HTP) pela acdo da enzima triptofano
hidroxilase. A serotonina, por ser hidrofilica, ndo possui a capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE). Sendo assim, os niveis
plasmaticos de triptofano influenciam substancialmente a produgdo da
serotonina, pois sua Sintese ocorre quando carreadores de aminoacidos
localizados na BHE sao ativados, promovendo a captagdo do triptofano
plasmatico (Blundell, J. E. 1992). Ap6s a captacdo do triptofano e de sua
conversao pela enzima triptofano hidroxilase em 5-HTP, este uitimo passara a
ser descarboxilado através da acado de outra enzima denominada acido amino-
aromatico descarboxilase (AADC), formando, enfim, a 5-hidroxitriptamina, ou
serotonina (Eaton, M. J. et al., 1993; Azimitia, E. C. 1999).

Ao final de sua sintese, a serotonina passa a ser armazenada em
vesiculas através de um mecanismo mediado por bomba de prétons. Quando o
neurdnio serotoninérgico & estimulado acontece a sua despolarizacdo; entéo,
canais de Ca®* se abrem e o Ca®* entra no neurdnio. Na presenca do Ca**
ocorre a liberagcdo vesicular deste neurotransmissor na fenda sindptica, esta
liberacdo €& controlada por auto-receptores pré-sindpticos. Os niveis de 5-
hidroxitriptamina (5-HT) na fenda sinaptica podem ser controlados pela acdo do
transportador SERT localizado nos neurbnios serotoninérgicos. Este
transportador € uma proteina transmembrana que pertence a familia de
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transportadores de neurotransmissores dependentes de Na*/CI". Ele promove a
captacdo da serotonina da fenda sinaptica para o neurdnio serotoninérgico
(Blakely, R. D. et al., 1994; Borowsky, B. ef al, 1995). Algumas desordens
psiquiatricas como depressao e transtorno da ansiedade s&o tratadas com a
utilizacdo de drogas psicoativas, como a fluoxetina, a paroxetina, a
fluvoxamina, o citalopram, que sao bloqueadores seletivaos do transportador
SERT. Ao se ligarem a proteina SERT essas drogas inibem a recaptagdo da
serotonina, o que eleva o tempo de permanéncia do neurotransmissor na fenda
sinaptica (Lesch, K. P. 2005). Outro processo que regula os niveis de
serotonina na fenda sinaptica, finalizando a agdo deste neurotransmissor é a
degradacdo enzimatica. A enzima monoamina oxidase (MAQ) converte a
serotonina em 5-hidroxiindolacetaldeido (5-HIAA), iniciando o processo de
degradagao da 5-hidroxitriptamina (5-HT) em produtos inativos. Esta enzima
localiza-se na membrana do axdénio pré-sinaptico serotoninérgico e na
membrana mitocondrial (Azmitia, E. C. 1999).

Tem-se observado heterogeneidade entre os receptores 5HT3; ndo
somente entre espécies diferentes, mas também dentro de uma mesma
espécie. Até o momento, foi identificada apenas uma subunidade dos
receptores 5-HT3 apresentando “splicing” diferenciado, o que determina dois
tipos diferentes, os receptores 5-HT3R-A e 5-HT3R-As que diferem pela
auséncia consecutiva de seis aminoacidos somente na segunda alga
intracelular das sete existentes. Diversos estudos tém demonstrado que o nivel
de condutancia esta ligado ao grau de fosforilagdo do receptor, apesar de sua
afinidade com o antagonista ndo ser afetada. Diferencas marcantes de
condutancia levaram & sugestdo de que receptores 5-HT3; com diferentes
composigoes de subunidades possam existir em uma mesma célula (Gaster &
King, 1997).

Inimeros trabalhos vém demonstrando o possivel envolvimento da
serotonina no comportamento alimentar. Estudos farmacolégicos tém
contribuido para a idéia de que a 5-hidroxitriptamina (5-HT) possui um efeito
inibitério sobre o apetite. Manipulagbes experimentais dos niveis
serotoninérgicos causam alteragbes na frequéncia alimentar ao modular
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negativamente no hipotalamo a acéo de mensageiros reguladores do apetite
como as leptinas e neuropeptidio Y (Blundell, J. E. 1992; Stubbs, R. J. 1999,
Meguid, M. M. et al, 2000). Outros estudos sugerem a participacdo de
mecanismos serotoninérgicos na indugdo das respostas fisiologicas
relacionadas a situagdes como a depresséo e disturbios de carater emocional.
Porém, ainda sao poucos os trabathos que exprimem as agdes da serotonina

no controle hidrossalino.

Os mecanismos estimulatorios e inibitérios da ingestdo de agua e sal
dependem da acdo integrada de diversas areas centrais. As vias excitatérias
ativadas pela angiotensina i, mineralocorticbides e elevagéo da osmolaridade
sdo dependentes de areas prosencefalicas, regido anteroventral do terceiro
ventriculo (AV3V), amigdala, 6érgdo subfomical, area septal e outros nucleos
hipotaldmicos. As vias inibitérias estdo relacionadas especialmente com a
ativagdo dos receptores ay-adrenérgicos e receptores serotoninérgicos
localizados em areas como hipotalamo lateral, area septal, area pré-optica e
nucleo parabraquial lateral (Menani, J. V. et al., 2002).

A administragao bilateral de metisergida, um antagonista serotoninérgico
ndo seletivo, nos nucleos parabraquiais laterais (NPBL) elevou de forma
significativa a ingestdo de agua e sal dos ratos em diferentes protocolos
experimentais (Menani & Johnson, 1996). Estes autores sugerem, em outro
estudo, que o mecanismo inibitorio da 5-HT no NPBL é integrado ao
mecanismo estimulatoério dos receptores AT angiotensinérgicos localizados no
6rgéo subfomical (OSF). Assim, quando os niveis de angiotensina se elevam
na regido do OSF, e a mesma se liga aos receptores ATy nos neurdnios dessa
area, produzia a inativagdo dos mecanismos serotoninérgicos do NPBL
(Menani & Johnson, 1998). Outros trabalhos realizados j& haviam demonstrado
a participacdo do OSF como um centro estimulatério da ingestdo de sal em
ratos sédio-depletados (Thunhorst, R. L. et al., 1990; Weisinger, R. S. et al,,
1990).

Nosso laboratério vem elucidando com varios estudos a importancia dos
receptores serotoninérgicos no controle hidroeletrolitico. A injecédo

intracerebroventricular (1.C.V.) de m-CPBG, agonista especifico dos receptores
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5-HT3;, inibiu significativamente a ingestdo de agua em ratos hipovolémicos, em
ratos osmoticamente desidratados e em ratos privados deste liquido (Castro, L.
et al, 2002). Estudo prévio ja relatava a participacdo dos receptores 5-HTp na
inibicdo da ingestao de agua nos protocolos citados anteriormente. Este fato foi
observado quando se injetou intracerebroventricularmente (1.C.V.) o0 L-694,247,
um agonista seletivo dos receptores 5-HTp (De Castro e Silva, E. et a/, 1997).
Outros receptores serotoninérgicos também estudados por nés apresentaram
resultados semelhantes quanto a ingestdo de agua. A injegao (1.C.V.) de m-
CPP, um agonista especifico dos receptores 5-HT2g/2c, reduziu a ingestao de
agua nos trés protocolos distintos ja citados (Castro, L. et a/, 2002). Enquanto
que os receptores 5-HT4 parecem apresentar um duplo papel na ingestao de
agua, a depender do protocolo adotado (Castro, L. ef a/, 2000).

A deplecdo de sédio promovida pela administragdo de furosemida, um
potente antidiurético de al¢a, associada com uma dieta pobre em sal € um forte
estimulo para estudar o apetite por sal em ratos. injecdes (1.C.V.) de m-CPP e
m-CPBG, agonistas seletivos dos receptores serotoninérgicos 5-HTogc € 5-
HT3, respectivamente, produziram um efeito inibitério similar na ingestdo de
salina hiperténica (0,3M). Porém, no mesmo trabalho foi demonstrado que as
injecbes isoladas de antagonistas especificos dos mesmos receptores nao
produziram nenhum efeito significativo na ingestdo de sal em ratos depletados
de sdédio, o que parece demonstrar a inexisténcia de um potencial inibitério
endogeno (Castro, L. et al, 2003).

Observaram-se diferentes respostas relacionadas com a ingestdo de
salina hiperténica quando foram injetadas drogas agonistas seletivas de
diferentes receptores serotoninérgicos na regido do nticleo parabraquial lateral
(NPBL). A injecéo de 8-OH-DPAT, agonista dos receptores 5-HT;p, produziu
uma elevagdo na ingestdo de salina de maneira dose-dependente em ratos
sodio-depletados. Este resultado néo foi verificado quando se injetou a
serotonina (5-HT) isolada ou combinada com o 8-OH-DPAT. Pelo contrario,
observou-se reducdo na ingestdo de NaCl (0,3M) (De GOBBI, J. I. F. et al,,
2009). A ativacdo dos receptores 5-HT.s/2c pela injecdo do agonista seletivo m-
CPP no NPBL produziu uma reducédo da ingestdo de sal em ratos depletados
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do ion sodio. Ja quando se injetou o agonista especifico dos receptores 5-HT2g
(Bw723c86) nao foi obtido nenhum resultado significativo na ingestdo de sal, o
que deixa os receptores 5-HT.c como responsaveis pela resposta inibitoria na
ingestdo de sal produzida pela inje¢do de m-CPP. Porém, no mesmo trabalho
foi demonstrado que ao se injetar no NPBL o agonista seletivo m-CPBG e,
assim, estimular os receptores serotoninérgicos 5-HTs, teremos como resultado
um aumento na ingestdo de sédio (De GOBBI, J. |. F. et al., 2007).

Na regido do nucleo paraventricular (NPV) do hipotalamo foi injetado a
serotonina (5-HT) e o 8-OH-DPAT, agonista seletivo dos receptores 5-HT14, € a
injecdo de ambos produziu efeito inibitério na ingestao de salina hipertonica por
ratos sédio-depletados (Saad, W. A. et al, 2007). Micro-injecées na amigdala
medial (MeA) de m-CPBG, agonista seletivo dos receptores 5-HT3, reduziram
de forma significativa a ingestdo de solucdo de NaCl (1,5%), de maneira dose-
dependente. No entanto, a injecdo do m-CPP, agonista especifico 5-HTy¢, ndo
produziu nenhum efeito na ingestéo (Luz, C. P. et al, 2006). Em outro estudo, a
micro-injecdo do agonista especifico dos receptores serotoninérgicos 5-HT3
localizados na amigdala central (CeA) promoveu um efeito inibitério na
ingestao de salina hipertonica (Luz, C. P. ef al., 2007).

Dessa maneira, podemos perceber que a circuitaria serotoninérgica
podera responder de forma diferenciada na regulag@o da ingestao de solugdo
de NaCl e de agua, a depender de qual subtipo de seus receptores esta sendo
estimulado e em qual regido do sistema nervoso central (SNC) estido
localizados. Ja foram ressaltadas neste estudo que muitas sdo as areas do
SNC que estéo envolvidas no controle hidroeletrolitico formando uma extensa
rede neural que permite respostas corretivas, reflexas e comportamentais, de
forma a manter a homeostasia hidrossalina. Entre estas esta a area septal.

A area septal € uma regido do prosencéfalo, situada abaixo do corpo
caloso anteriormente a lamina terminal e a comissura anterior. A area septal
tem conexGes extremamente amplas e complexas, destacando-se suas
projecOes para o hipotalamo, para a formacédo reticular e para o complexo
amigdaldide. A area septal medial especificamente parece estar muito
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relacionada e integrada com o hipocampo. Devido a suas conexdes com
importantes sitios centrais envolvidos no equilibrio da ingestéo de agua e sal, a
area septal tem sido motivo de grande interesse na pesquisa cientifica
relacionada com o controle hidroeletrolitico (Avrith, D. B. & Fitzsimons, J.T.,
1980).

Trabalhos anteriores mostraram que a area septal € necessaria para a
regulacdo da ingestdo de agua e sal. LesGes hidroeletroliticas nesta area
proporcionaram um aumento na ingestao de agua induzida pela ANG Il (Blass
et al., 1974). Dados da literatura sugerem que a estimulacao de diferentes tipos
de receptores adrenérgicos localizados na area septal pode estar envolvida na
regulagdo da ingestdo de agua e sal em animais desidratados e sédio-
depletados (Colombari, E. et al., 1989; Yada, M. M. et al, 1997). Outros
achados sugerem o envolvimento da area septal medial (ASM) com o nucleo
paraventricular (NPV) na modulagdo da homeostase da agua, sédio e pressao
arterial, a partir da ativagédo dos receptores para ANG 1l e dos receptores a-
adrenérgicos. A injecdo de ANG Il na area septal medial promove a ingestao de
agua e sal, diurese, natriurese e resposta pressora. Quando estes mesmos
individuos eram pré-tratados com antagonista az-adrenérgico no NPV
aumentavam as respostas induzidas pela injecdo de ANG [l na ASM.
Entretanto, se o pré-tratamento for com antagonista as-adrenérgico no NPV a
resposta induzida pela injegao de ANG Il na ASM é abolida. Dessa maneira
parece que as vias a-adrenérgicas do NPV estabelecem um controle sobre as
respostas farmacoldgicas induzidas pela injegdo de ANG 1l no ASM (Camargo
& Saad, 2001).

Tanaka, J. et al. em 2003, demonstrou que a estimulagdo elétrica da
ASM elevava consideravelmente os niveis de acetilcolina no NPV, sugerindo
mais uma vez a integracdo destas areas, sendo que, desta vez, sugere que as
fibras colinérgicas do NPV s&o originadas na area septal.

Alguns estudos tém mostrado também uma integragdo nas acbes dos
receptores vasopressinérgicos e angiotensinérgicos localizados na area septal

no que se refere a regulacado do comportamento de ingestao de sal e agua. A
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administracdo de arginina-vasopressina (AVP) na area septal lateral em ratos
privados de liquidos por 24 horas diminui a ingestdo de agua e sal. Este efeito
parece ser dependente das vias angiotensinérgicas locais (Mima et al, 2004).
Mais recentemente Saad ef al. (2007), demonstraram que a injecdo de AVP na
area septal medial apresenta um efeito estimulatério na ingestao de agua e sal
em ratos privados e sédio-depletados. Além disso, o mesmo trabalho mostrou
que o bloqueio dos receptores vasopressineérgicos Vi diminuiu a resposta
induzida pela inje¢ao de AVP, enquanto que a injecéo prévia do antagonista V»
aumentou ainda mais as ingestdes de agua e sal. Entretanto, o pré-tratamento
na ASM com antagonistas angiotensinérgicos AT, e AT, provocou a redugao

da resposta ingestiva produzida pela injecido de AVP na area septal medial.

Como a area septal, todas as outras areas do SNC envolvidas na
regulacdo do equilibrio hidro-eletrolitico exercem suas fungbes através da
ativacdo de diversas vias neurotransmissoras centrais. Atualmente ja é
conhecido que a ativagéo de algumas vias neurotransmissoras centrais como:
serotoninérgica, colinérgica, angiotensinérgica, adrenérgica, opiatérgica,
glutamatérgica e GABAérgica, leva a mudangas no comportamento de ingestéo

de agua e sal (Johnson, A K. ef al., 1997).

Rutz et al, publicaram em 2007, um estudo em que mostram a
regulacdo pré-sinaptica da liberagdo de 5-HT na area septal, mais
precisamente em nucleos especificos desta regido como a area septal lateral
(ASL), a area septal medial (ASM) e a banda diagonal da broca (BDB). Estes
viram uma alta concentracdo de noradrenalina, serotonina e dopamina nessas
regides, sendo mais concentrados na BDB e menos na ASL. Por fim,
concluiram neste estudo que a secregdo de 5-hidroxitriptamina (5-HT) nestas
areas pode ser modulada por auto-receptores 5-HT5, assim como por hetero-

receptores do tipo ax-adrenérgicos, i e k-opibides.

Apesar de todos os dados apresentados mostrando a importancia da
serotonina como neurotransmissor modular da sede e do apetite por sal e da
area septal como uma regido fundamental para a regulacdo hidroeletrolitica,

sao poucos os trabalhos que mostram o papel da 5-HT na area septal.
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Dessa forma, a proposta deste trabalho é investigar o papel dos
receptores serotoninérgicos 5-HT3 localizados na area septal medial na

regulacdo da ingestao de agua e sal em ratos sédio-depletados.
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2. OBJETIVO

Investigar o envolvimento dos receptores 5HTs serotoninérgicos
localizados na area septal medial sobre o controle central da ingestdo de sal

em ratos sodio-depletados.
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3. JUSTIFICATIVA

Serotonina € um dos reguladores da saciedade alimentar e, certamente, 0s
efeitos que este neurotransmissor central exerce sobre a ingestédo hidrica séo

parte do controle dos comportamentos ingestivos em geral.

Do ponto de vista fisiologico, farmacolégico, toxicoldégico e clinico o
esclarecimento da participacao serotoninérgica central no controle da ingestao

de agua é de fundamental importancia.

Do ponto de vista farmacolégico, a circuitaria serotoninérgica central é alvo
de uma série de farmacos destinados ao controle de diversas afeccbes
psiquidtricas, como a depressdo e a ansiedade. Além disto, drogas

serotoninérgicas estdo sendo usadas rotineiramente como anoréxicos.

No que se refere a toxicologia, uma série de drogas de uso ilegal como a
cocaina, anfetaminas e neurotoxicos seletivos como o0 MDMA (ecstasy) afetam

a neurotransmissao serotoninérgica central.

Portanto, do ponto de vista clinico, o esclarecimento das acbes
serotoninérgicas centrais sobre um parametro de vital importancia para o

equilibrio hidroeletrolitico, como a ingestao hidrica, € justificado e oportuno.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS:

Para realizagdo deste trabalho foram utilizados, ratos Wistar machos com
peso de 300+50g nascidos e criados no Biotério do Laboratdrio de

Neurociéncias da Universidade Federal da Bahia.

4.2 CIRURGIA ESTEREOTAXICA:

Apds anestesia com Tiopental Sédico (Thionembutal), os animais foram
fixados ao aparelho estereotaxico. Foi realizada assepsia com alcool iodado e
a incisdo para exposicido da calota craniana. ApOs afericdo das medidas
determinadas pelo atlas Watson e Paxinos (1998), foram introduzidas uma
canula guia na area septal medial. Estas canuias foram confeccionadas com
agulhas hipodérmicas de ago inoxidavel com diametro de 0.7 mm e
comprimento padronizado em 14 mm. No final da cirurgia, as canulas eram
ocluidas com mandris removiveis, feitos a partir de fios de ago inoxidavel
(Dentaurum) na prevencdo de qualquer obstrugdo. Além disso, os animais
recebiam injecéo intramuscular com 0.2ml de pentabidtico para evitar infecgdes
pos-cirdrgicas e dipirona soédica como antitérmico e analgésico. As

coordenadas estereotaxicas usadas foram as seguintes:

AREA VERTICAL ANTEROPOSTERIOR

Septal Medial | 5,0 0,5
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4.3 PREPARAGAO PARA OS EXPERIMENTOS:

Os animais passaram por um periodo de cinco dias ap6s a cirurgia em
caixas plasticas individuais, com temperatura controlada em torno de 23°C, e
mantidos em ciclo claro\escuro de 12 horas (luzes das 07:00 as 19:00 horas).
Neste periodo, agua e ragdo foram disponibilizados de forma livre. Esse
intervalo de tempo foi utilizado para recuperacgéo cirurgica e também como uma
fase de treinamento dos animais para o experimento. Diariamente, os animais
eram manipulados e as caixas plasticas, a maravalha e o mandrl eram
trocados. Dessa forma, se reduz o estresse dos animais pela presenga e\ou

manipulagdo humana.

44 CATETERIZAGAO DA ARTERIA CAROTIDA E MEDIDA
DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM)

ApOs a recuperagdo da cirurgia estereotaxica, os animais que foram
utilizados nos experimentos para aferimento da presséo arterial, passaram por
um novo procedimento cirurgico. Para tal, eram novamente anestesiados com
tiopental sddico e em sua artéria carétida direita era introduzido um cateter de
polietileno (PE10). Esse procedimento acontecia 48h antes do experimento.
ApOs a cateterizagdo, os animais recebiam novamente a injecao de 0,2ml do
pentabidtico e dipirona sodica. Para o experimento de analise da pressao
arterial, estes animais ainda passaram pela depleg¢do sédica 24h antes da
realizacdo do protocolo experimental, proporcionando, assim, as mesmas
condigdes fisiologicas dos grupos experimentais que participaram do protocolo
de medida da ingestdo de agua e da solugao salina hipertdnica. Para aquisicdo
das informagdes referentes a pressao arterial, os animais eram conectados por
meio de cateter na artéria carétida a um terminal que transforma os impulsos
cardiacos em dados computacionais arquivados por programa adequado

(AQDADOS) e posteriormente analisados.
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4.5 DEPLEGAO DE SODIO:

Para realizacdo dos experimentos, em que era necessaria a deplecao de
sodio, os animais recebiam 24 horas antes inje¢do do diurético de alca
furosemida na dose de 10mg/Kg (s.c.) 24 horas antes. Para que ndo houvesse
hipovolemia os animais tinham acesso livre aos bebedouros com agua
destilada desde o instante da injecdo da furosemida até o momento dos
experimentos. Além disso, a ragdo padrao era retirada logo ap6s a injecéo da

furosemida, sendo substituida por dieta hipossédica.

4.6 EXPERIMENTOS:

Eram realizados sempre pela manha no periodo das 8:00 as 10:00 horas.
Os animais recebiam as micro-injegdes centrais na regido da ASM, e apés 30
minutos para estes eram oferecidos dois bebedouros graduados diferentes, um
com agua destilada e outro com salina hipertdnica (1,5%). As medidas
cumulativas do volume ingerido eram realizadas por um periodo de duas horas.
Sendo estas realizadas inicialmente em intervalos de 15 minutos e
posteriormente na segunda hora do experimento em intervalos de 30 minutos.
Ressaltamos ainda que em todos os experimentos, os animais foram divididos
em grupo controle e grupo experimental. Dessa maneira, minimizamos
qualquer interferéncia externa que por ventura acontecesse no dia dos

experimentos.

Para realizacdo das injegbes centrais foram utilizadas micro-seringas
Hamilton (Hamilton Co. Inc.) ligadas através de um tubo de polietileno (PE 10)
a uma agulha do tipo Mizzy Slide Pak 2.0mm maior que a canula guia. O
volume de injecdo foi de 0,2ul. A injegdo foi feita em um intervalo de 60
segundos. Para todos os procedimentos experimentais, 0 grupo que serviu
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como controle recebeu injecdo de solugdo salina isoténica no mesmo volume

indicado.

4.7 DROGAS:

As seguintes drogas foram usadas:

. M-CPBG (m-ciorofenilbiguanida; 1-3-clorofenilbiguanida), agonista
dos receptores S5HT3, foi adquirido da TOCRIS, Ballwin, MO.

. Ondansetrona, antagonista dos receptores 5HTj3, foi adquirido da
TOCRIS, Ballwin, MO.

. Furosemida (Lasix) foi adquirido do laboratéorio Aventis SP - Brasil.

4.8 HISTOLOGIA:

Em seguida a realizagdo dos experimentos, os ratos foram sacrificados.
Para tanto, os mesmos eram anestesiados com éter sulfirico e entdo
submetidos a perfus&o transcardiaca com salina 0,9% seguida por formol 10%.
Seus ceérebros foram retirados e mergulhados em uma solugdo de formol
glicosado a 30%, onde ficaram estocados na geladeira por 48 horas. Apds esse
periodo eram cortados por técnica de congelamento no criostato, organizados
em lamina com gel, sendo entdo levados para secagem na estufa. Quando
secos eram entdo corados com cresil violeta para confirmagdo microscépica do
posicionamento das canulas. Apenas os dados referentes aos ratos cujas
canulas estavam localizadas na area septal medial foram utilizados.
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49 ANALISE ESTATISTICA:

Os dados foram analisados pelo “software” Sigma Stat para Windows
versédo 1.0 (Jandel Scientific, Erkrath, Germany), sendo submetidos a ANOVA
para Medidas Repetidas “Two Way’. O pos-teste utilizado foi o Student-
Newman-Keuls para os experimentos de ingestdo e teste de Bonferroni para
analise da PAM. Foram considerados valores de significancia de p < 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeitos da micro-injecdo de m-CPBG na ASM sobre a
ingestdo de agua e sal em ratos sodio-depletados.

A figura 1A. condensa os efeitos da administragéo central de m-CPBG
sobre a ingestdo de sal em ratos depletados de sddio. Como esperado, os
animais controles (que ndo receberam m-CPBG) submetidos a deplecdo de
sodio apresentaram uma ingestdo de sal significativamente maior do que os
animais controles ndo submetidos a este procedimento. Na menor dose
empregada (20 nmol) a administracdo de m-CPBG ndo provocou efeito
significativo. Nas doses subsequentes (40, 80 e 160 nmol) o m-CPBG causou
estimulagdo significativa da ingestdo de sal que perdura pela inteira duragao do

experimento.

A figura 1B. mostra a ingestdo de agua em ratos sodio-depletados apés
micro-injecéo central de m-CPBG nas mesmas doses citadas acima. Neste
caso, as injecbes de m-CPBG em qualquer das doses, ndo apresentou
qualquer efeito estatisticamente significante.
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Fig. 1. Ingestdo cumulativa (ml/100g de peso corporal) de sal (A) e agua (B)
dos animais sodio-depletados tratados com a microinjegéo salina ou m-CPBG,
nas diversas doses, na ASM. Os grupos apresentados s&o: salina (OJ; n= 10);
m-CPBG 20nmol/rato ( ¢; n= 8 ); m-CPBG 40 nmol/rato ( ¥; n= 10); m-CPBG 80
nmol/rato ( « ; n= 12); m-CPBG 160 nmol/rato (m ; n= 11); animais nao
submetidos a deplecao de sdédio (O; n= 8). Os dados s&o apresentados em
médiatEPM. ( * ) asteriscos indicam diferencas estatisticamente significantes
(two-way ANOVA seguida do teste de Newman-Keul's; p < 0,05) encontradas
quando os diferentes grupos sdo comparados com o grupo controle sédio-
depletado que recebeu salina na ASM. ( # ) indicam diferencas estatisticamente
significantes encontradas quando se compara o grupo controle ndo submetido
a sodio-deplecédo com o grupo controle submetido a deplegdo de sddio, sendo
que ambos receberam micro-injegdes de salina na ASM.
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5.2 Pré-tratamento com ondansetrona em ratos sodio-
depletados que receberam micro-inje¢cao de m-CPBG.

A figura 2A. apresenta o resultado do bloqueio dos receptores
serotoninérgicos 5-HT3 pelo pré-tratamento com ondansetrona em ratos
tratados com m-CPBG. Novamente, como esperado, a ingestdo de sal foi
significativamente maior nos animais controles submetidos a deplegao de sbdio
quando comparados aos animais controles n&do submetidos a este
procedimento. A administracdo prévia da ondansetrona na dose de 160 nmol,
impediu que a injecdo do m-CPBG também na dose de 160 nmol produzisse a
estimulagdo na ingestio de sal observada quando esta droga foi injetada de
maneira isolada na area septal medial. Dessa forma, ao se empregar o pré-
tratamento com os animais que receberam m-CPBG a curva resposta
observada nos animais sodio-depletados € semelhante aos animais controles
submetido a este procedimento.

A figura 2B. mostra a ingestao de agua em ratos sddio-depletados pré-
tratados com ondansetrona que receberam m-CPBG. Assim como na resposta
a injecéo isolada de m-CPBG, a injegdo conjunta de ondansetrona e m-CPBG
também n&o apresentou qualquer efeito estatisticamente significante.
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Fig. 2. Ingestdo cumulativa (ml/100g de peso corporal) de sal (A) e agua (B)
dos animais sédio-depletados tratados com a microinjecdo de salina ou m-
CPBG na dose de 160 nmol/rato na ASM, mas pré-tratados com ondansetrona.
Os grupos apresentados sdo: salina + salina ( O; n= 11); salina + m-CPBG 160
nmol/rato ( m; n= 11); ondansetrona + m-CPBG 160 nmol (& ; n= 13); animais
nao submetidos a deplecdo de sédio (O; n= 8). Os dados sdo apresentados em
médiatEPM. ( * ) asteriscos indicam diferencas estatisticamente significantes
(two-way ANOVA seguida do teste de Newman-Keul's; p < 0,05) encontradas
quando os diferentes grupos sdo comparados como grupo controle sédio-
depletado que recebeu salina na ASM. ( # ) indicam diferencas estatisticamente
significantes encontradas quando se compara o grupo controle ndo submetido
a sbdio-depleg&o ao grupo controle submetido a deplecdo de sodio, sendo que
ambos receberam micro-injecées de salina na ASM. (+) indicam diferengas
estaticamente significantes encontradas quando se compara os animais sodio-
depletados que receberam micro-injegdo de m-CPBG com o pré-tratamento
com salina isoténica com os animais sodio-depletados que receberam a micro-
injecdo de m-CPBG com o pré-tratamento com a ondansetrona.
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5.3 Efeitos da micro-injecdo de ondansetrona em ratos na
ASM sobre a ingestao de agua e sal em sodio-depletados.

A figura 3A. reune os efeitos da administracao central da ondansetrona
isoladamente sobre a ingestao de salina hipertdnica em ratos sédio-depletados.
Mais uma vez, a ingestdo de sal dos animais controles submetidos a deplecéo
de sbdio foi significativamente maior do que a ingestdo de sal nos animais
controles n&o submetidos a deplecdo deste ion. A ondansetrona foi
administrada nas doses de 40, 80 e 160 nmol. Em nenhuma das doses
empregadas verificou-se qualquer efeito sobre a ingestdo de sal em animais
sédio-depletados. Este resultado sugere a inexisténcia de um toénus
estimulatério na area septal medial.

A figura 3B. mostra a ingestao de agua em ratos sodio-depletados apos
micro-injecdo central de ondansetrona nas mesmas doses citadas acima.
Como observado na ingestdo de sal, a administragdo de ondansetrona na area
septal ndo produziu qualquer efeito estatisticamente significante sobre a
ingestdo de agua em ratos sodio-depletados.
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Fig. 3. Ingestdo cumulativa (ml/100g de peso corporal) de sal (A) e agua (B)
dos animais sddio-depletados tratados com a microinjegdo salina ou m-CPBG,
nas diversas doses, na ASM. Os grupos apresentados sao: salina ( O; n= 9);
Ondansetrona 40nmol/rato ( «; n= 8 ); Ondansetrona 80 nmol/rato ( ¥; n= 9);
Ondansetrona 160 nmol/rato (m; n= 9); animais ndo submetidos a deplecéo de
sodio ( O; n= 7). Os dados sdo apresentados em médiatEPM. ( # ) indicam
diferengas estatisticamente significantes (two-way ANOVA seguida do teste de
Newman-Keul's; p < 0,05) encontradas quando se compara o grupo controle
ndo submetido a sddio-deplecdo com o grupo controle submetido a deplecdo
de sadio, sendo que ambos receberam micro-injeges de salina na ASM.
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5.4 Medida da pressao arterial média (PAM) em ratos soédio-
depletados ap6s micro-injecao de m-CPBG na ASM.

A figura 4. demonstra os efeitos da micro-injecéo central de m-CPBG
sobre a presséao arterial média (PAM) em ratos sodio-depletados. A medida da
PAM nos animais sédio-depletados apds administracdo central de m-CPBG
nado apresentou qualquer alteragdo estatisticamente significativa quando
comparada aos valores da PAM dos animais controles submetidos a deplegao-

sodica.
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Fig. 4. Analise da pressé@o arterial média em ratos sodio—depletados apds
micro-injecdo de m-CPBG na dose de 160nmol/rato ( -@  ; n= 8) ou salina
0,9%( -5~ ; n= 6), na ASM. Os dados sdo apresentados em médiatEPM.
Diferencas estatisticamente significantes (two-way RM ANOVA seguida do
teste de Bonferroni; p < 0,05) ndo foram encontradas.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho demonstramos os efeitos da ativagéo
farmacolégica dos receptores serotoninérgicos do subtipo 5-HT3 localizados na
area septal medial (ASM), pelo agonista seletivo m-CPBG. A estimulagdo dos
receptores 5-HTj3, elevou significativamente a ingestédo de sal em ratos sédio-
depletados. Este efeito produzido pela inje¢do de m-CPBG foi abolido pelo pré-
tratamento com ondansetona, antagonista seletivo dos receptores 5-HT3. Além
disso, os dados apresentados mostram ainda que a injecdo isolada do
antagonista 5-HT3 (ondansetrona) na ASM nao produziu nenhum efeito sobre a
ingestao de sal nos animais sodio-depletados. Por ultimo, em nosso trabalho
né&o observamos quaisquer alteracées na medida da presséo arterial média dos
animais sodio-depletados que receberam centralmente a micro-injecdo de m-
CPBG.

A relacdo entre o sistema serotoninérgico central e o controle do
equilibrio hidroeletrolitico € amplamente conhecida e ja tinha sido detectada ha
muito tempo. De fato, desde os trabalhos de Tangaprégasson et al. (1973;
1974), foi demonstrada a participagdo das vias serotoninérgicas centrais sobre
a regulacdo da homeostasia hidrossalina, produzindo um efeito inibitério sobre
a ingestdo de agua e de sal. Desde entdo, estudos sdo realizados a fim de
identificar as respostas fisiolégicas e farmacologicas desencadeadas pela
estimulacdo dos diversos subtipos de receptores serotoninérgicos, além de
analisar os sitios centrais de localizagdo destes receptores.

Os diversos subtipos de receptores serotoninérgicos sido alvo de
diversas drogas agonistas e antagonistas. Estudos sdo realizados utilizando
compostos farmacologicos que possibilitam entender como se da a ag&o da
serotonina central na regulacéo da ingestéo de agua e sal. Um destes estudos
demonstrou que a injeg¢ao intracerebroventricular de quetanserina, antagonista
dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT>, inibe o apetite por sal induzido
pelo tratamento com deoxicorticosterona acetato (DOCA), bem como o apetite
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por soédio induzido pela deplecéo deste ion (Gentili, L. ef al., 1991). Mais tarde,
Rouah-Rosilio et al. (1994), demonstraram também a participagcéo
serotoninérgica na modulacdo do apetite por sal em ratos, através da
administracdo de dexfenfluramina, droga anoréxica que aumenta a
neurotransmissdo serotoninérgica. Neste caso, houve a redugéo da ingestao
de sal espontanea e induzida pela deplegdo sddica. Resultado oposto foi
observado ao se administrar metergolina, antagonista sertoninérgico
inespecifico, que produziu efeito estimulatério tanto na ingestidoc de sal
espontanea, quanto em condi¢cdes de sédio-deplegéo.

Além disso, ja foi mostrado que a administracdo de serotonina (5-HT) ou
de 2 5-dimetoxy-4-iodoamfetamina hidrobromida (DOIl), agonista dos
receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT2aoc, N0 NPBL reduziu a ingestdo de
agua induzida pela inje¢do de intracerebroventricuar de ANGI em ratos
(Menani & Johnson, 1995). Contudo, a administragdo bilateral de metisergida,
antagonista serotoninérgico ndo seletivo, nos nucleos parabraquiais laterais
(NPBL) elevou de forma significativa a ingestdo de agua e sal em ratos nos
diferentes protocolos experimentais utilizados (Menani & Johnson, 1996). Estes
autores sugerem, em outro estudo, que o mecanismo inibitério da 5-HT no
NPBL ¢é integrado a0 mecanismo estimulatério dos receptores
angiotensinérgicos do tipo AT, localizados no 6rgédo subfornical (OSF). Assim,
quando os niveis de angiotensina (ANG) se elevam na regido do OSF e a
mesma se liga aos receptores ATi nos neurOnios dessa area, se produz a
inativacdo dos mecanismos serotoninérgicos do NPBL (Menani & Johnson,
1998).

Apesar dos diversos trabalhos ja realizados demonstrando a interagcéo
do sistema serotoninérgico e dos distintos sitios que participam da regulagdo
do equilibrio hidroeletrolitico, mais recentemente foram produzidos diversos
estudos importantes que possibilitam um melhor entendimento do papel central
do neurotransmissor serotonina, na regulagdo da ingestdo de agua e de
solucdo salina. De fato, Naumenko et al. (2001), mostrou que diferentes

subtipos de receptores serotoninérgicos podem apresentar respostas distintas
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quando estimulados. Neste estudo, os autores relatam que aparentemente os
receptores do tipo 5-HT g e do tipo 5-HT,a apresentam papel estimulatorio para
a ingestado de agua, enquanto que os receptores serotoninérgicos dos tipos 5-
HT1a, 5-HT2c € 5-HT3 produzem efeito inibitério na ingestdo de agua quando

estimulados.

Ja é bem conhecido que a 5-hidroxitriptamina (5-HT) apresenta papel
importante na regulagéo do equilibrio hidroeletrolitico. Esta informacéo ficou
ainda mais clara quando Lima et al. (2004), realizaram estudo com ratos
relacionando a influéncia da deplecdo serotoninérgica no apetite por sdédio
induzido pela deplecdo deste ion ou pela estimulacdo B-adrenérgica. Neste
trabalho, os animais receberam injecdo sistémica intraperitoneal (i.p.) de p-
clorofenilalanina (PCPA), droga esta que promove deplecdo da serotonina. Os
dados obtidos neste estudo demonstraram papel inibitério do neutransmissor
serotonina, ou seja, os animais depletados de 5-hidroxitriptamina (5-HT)
apresentaram elevacgdo na ingestdo de sodio quando esta era induzida pela
estimulacao B-adrenérgica ou pela sodio-deplecéo.

Mais recentemente, foi observado que a injecdo de 8-OH-DPAT,
agonista dos receptores serotoninérgicos do subtipo 5-HTip, na regido do
nucleo parabraquial lateral (NPBL) promoveu efeito estimulatério sobre a
ingestdo de sal. Este aumento ocorreu de maneira dose-dependente em ratos
sodio-depletados. Porém, quando a 5-hidroxitriptamina (5-HT) foi adminstrada
isolada ou combinada com o 8-OH-DPAT no NPBL foi verificado um resuitado
inverso ao descrito acima, ou seja, a 5-HT isolada ou combinada com o 8-OH-
DPAT produziu um efeito inibitério sobre a ingestdo da solugdo de NaCl (De
Gobbi, J. |I. F. et al.,, 2005). Estes autores demonstraram ainda, em outro
estudo, que a administragdo de m-CPP, agonista seletivo dos receptores
serotoninérgicos do subtipo 5-HT2g2c, N0 NPBL produziu redugdo na ingestdo
de sal em ratos sédio-depletados. Os mesmos mostraram também que o efeito
inibitério produzido pelo m-CPP era devido a ativacdo especifica dos
receptores do subtipo 5-HTyc, j@ que ao se injetar o Bw723c86, agonista
especifico dos receptores serotoninérgicos do subtipo 5-HT25, n&o se observou
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nenhum resultado efetivo sobre a ingestdo de sal (De Gobbi, J. |. F. et al.,
2007). A participacado dos receptores serotoninérgicos do subtipo 5-HT3
localizados no NPBL na regulacdo da ingestdo de agua e sal foi observada
neste estudo através da micro-injecdo de m-CPBG, agonista seletivo dos
receptores serotoninérgicos 5-HTs. A estimulagdo destes receptores
localizados no NPBL provocou elevagdo significativa na ingestdo de sal em
ratos privados de fluidos por 24h (De Gobbi, J. I. F. et al., 2007). Por ultimo, na
regido do nucleo paraventricular (NPV) do hipotalamo foi administrado a 5-
hidroxitriptamina (5-HT) e o 8-OH-DPAT, agonista seletivo dos receptores 5-
HTia, © a injegcdo de ambos produziu efeito inibitério na ingestdo de salina

hipertonica por ratos sédio-depletados (Saad, W. A. et al., 2007).

Como vimos anteriormente, o primeiro dado relevante do atual trabalho
foi a demonstracdo de que a estimulagdo farmacolégica dos receptores
serotoninérgicos 5-HT3 localizados na ASM leva ao aumento da ingestdo de

sédio em animais sédio-depletados.

A maioria dos outros achados mostra efeito inibitério da estimulacdo dos
receptores serotoninérgicos centrais em geral, e dos receptores 5-HT3 em
particular, sobre a ingestdo de agua e de sal. Os nossos dados apontam, pela
primeira vez, que um segmento especifico de receptores serotoninérgicos, ou
seja, os receptores 5-HT; localizados na ASM parecem exercer um efeito
contrario ao que € mais prevalente nas outras areas e com os outros subtipos

de receptores.

Geralmente, parece que os componentes centrais que estimulam a
ingestdo de agua e de sal também levam a aumento da presséo sanguinea.
Contudo, no presente trabalho nossos dados demonstraram uma importante
excecdo. De fato, havia ja sido demonstrado em nosso laboratério que a
estimulagdo dos receptores 5-HTs centrais pela administragdo do mesmo
agonista especifico (m-CPBG) leva a reducéo da pressio sangulinea (Ferreira,
H. S. et al., 2004). Contudo, a via ali empregada foi a intracerebroventricular,
enquanto que aqui usamos inje¢ao especifica na ASM. Dai podermos concluir
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que este segmento especifico de receptores 5-HT; localizados na ASM, quando

farmacologicamente estimutados, induzem aumento da ingestao de sal.

Os dados que obtivemos, demonstrando estimulo da ingestdo de sal
ap6s administragdo de m-CPBG na ASM parecem ser de fato devido a
estimulagdo de receptores 5-HT3 localizados nesta regido. Isto porque o pré-
tratamento com o antagonista 5-HT3; especifico ondansetrona, blogueou a
elevacéo na ingestao de sal produzida pela estimulacdo dos receptores 5-HT3
pela administracdo do agonista especifico (m-CPBG) na ASM em ratos sodio-
depletados. Este dado demonstra a especificidade dos receptores
serotoninérgicos do subtipo 5-HT3 localizados na ASM com relacdo a resposta
observada sobre a ingestao de sal nos ratos sodio-depletados.

A despeito de termos obtido incremento da ingestdo de sal apdés a
estimulacdo farmacoldogica dos receptores 5-HT3 localizados na ASM, o
bloqueio deste subtipo de receptores serotoninérgicos nesta mesma area foi
desprovido de efeito. Isto parece indicar que inexiste um ténus endoégeno
dependente de receptores do subtipo 5-HT; localizados na ASM como
modulador da ingestéo de sal.

Em mamiferos existe uma relacao clara entre ingestdo de agua e sal e
0s niveis de pressao sanguinea. Em situagbes em que ha uma hipotenséao
moderada na pressdo arterial ocorrem o estimulo ac apetite por sadio,
enquanto que em condigdes de hipertensdo aguda esse comportamento pode
ser inibido. A integracdc entre os mecanismos que controlam a ingestao de
agua e sal e os niveis de pressdo sanguinea ja esta bem documentada. Ja foi
demonstrado em diferentes estudos que a infusdo de adrenalina, droga
utilizada para aumentar a press&o sanguinea em caso hipotensdo, modifica o
apetite por sédio em ratos depletados deste ion, ou seja, os animais tém a
ingestdo de sal reduzida (Bott, E. et al., 1967, Thunhorst, R. L. et al., 1994).
Também foi mostrado papel integrativo entre as vias a-adrenérgicas
localizadas no nucleo paraventricular (NPV) e as vias angiotensinérgicas
localizadas na area septal medial aumentando a ingestdo de agua e sal,
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excregdo urindria e resposta pressora (Camargo & Saad, 2001). Este ultimo
dado mostra a intima relagdo das vias centrais que modulam o controle do

equilibrio hidroeletrolitico e o controle pressarico.

Alguns estudos mostraram que o aumento da ingestdo de cloreto de
sodio produz aumento da pressao arterial em ratos normotensos. Teravéainen et
al. (1997), examinaram alteragdes pressoricas em consequéncia ao aumento
na dieta de so6dio em ratos machos Wistar normotensos jovens e com idade
avancada (sendo 3 e 18 semanas de idade respectivamente). O que em
concluséo se observou foi que em ratos normotensos, a depender da idade do
individuo, havendo um aumento na ingestdo de sédio, este podera apresentar
diferentes niveis de alteragdo na fung¢do cardiovascular. Porém, em qualquer
momento de vida destes individuos, ou seja, independentemente da idade, se
verificou incremento na pressdo arterial devido ao aumento na ingestdao de
sédio. Também ja é conhecido que a angiotensina Il possui um importante
papel na regulagdo dos fluidos corporais e pressdo sanguinea. E conhecido
que essa substancia € um potente vasoconstritor e indutor da sede. Em
condicbes de desidratacdo e decréscimo do volume sanguineo, o que
proporciona queda na pressao arterial, tem-se como resposta a liberacdo de
ANG I, o que elevara a pressdo sanguinea e aumentara a ingestéo de agua e
sal. Inversamente, se houver elevagdo no volume sanguineo a liberacdo de
ANG Il é inibida e, entdo sua acgdo dipsogénica é removida além de ocorrer

diminuicao na ingestao de sal (Antunes-Rodrigues, J. et al., 2004).

Tendo em vista as relagées acima descritas entre pressdo sanguinea e
ingestdo de agua e de sal, fomos levados a investigar se o aumento da
ingestao de sal observado apés a estimulagdo de receptores 5-HT3 localizados
na ASM poderia ser devido a modificagbes das condigbes pressoricas do
animal. Isto ndo parece ser verdade, no entanto, desde que ndo observamos
modifica¢des significantes da pressdo sangiiinea em animais que receberam
tratamento com m-CPBG na ASM na mesma dose em que este composto foi

capaz de estimular a ingestao de sal.



A ASM é uma regido central envolvida em uma série de fendmenos
regulatérios, tanto viscerais quanto comportamentais. Srividya et al. (2007),
produziu um estudo em que demonstra a participacdo da ASM na regulacdo da
temperatura corporal, nas alteragbes do estado de sono-vigilia e da atividade
locomotora de maneira integrada a area pré-optica medial (APOM). Este
estudo foi realizado com ratos machos Wistar que tiveram lesdo neuronal nas
areas estudadas (ASM e APOM). Entdo, apos as lesGes, foi possivel verificar
alteragOGes nas atividades termorregulatorias, no estado de sono-vigilia e na
atividade locomotora, sugerindo entdo a participagdo da ASM e da APOM no
controle das atividades regulatorias vitais citadas anteriormente. Ja foi
demonstrado também que a ASM participa do controle da secrec¢do salivar e da
press&o arterial. Fato este verificado através da injecao de pilocarpina nessa
regido do SNC. Observou-se, entdo, a elevagcdo da secregcdo salivar e
hipertensdo nos animais. Foi sugerido que o efeito da pilocarpina quando
administrada na ASM, é dependente da liberacdo local de éxido nitrico.
Também foi proposto que a ASM esta envolvida com mecanismos excitatérios
colinérgicos que induzem secregao salivar, aumento do PAM e aumento da
excrec¢ao de s6dio e de volume urinario (Saad, W. A. et al., 2002). Outro estudo
mostra que a area septal medial parece ter um importante papel na regulacio
da secregéo de horménios gonadais femininos (estradiol e progesterona) e
também dos horménios secretados pelo eixo hipotalamo-hipofise (hipofisarios:
horménio luteinizante (LH) e hormdnio foliculo estimulante (FSH);
hipotalamicos: horménio liberador de LH (LHRH)) relacionados ao longo do
ciclo estral em ratos (Gomes, C. M. et al., 2005). Com os dados do presente
trabalho podemos incluir entre as varias fungdes da ASM aqui descritas um
possivel envolvimento com o controle do equilibrio hidroeletrolitico, mais

especificamente com a regulacéo do apetite especifico por sédio.

O papel da serotonina parece depender do subtipo de receptor sobre a
qual esta indolamina age. Assim, enquanto demonstramos papel inbitdrio dos
receptores 5-HT3 centrais sobre a pressdo sangiinea (Ferreira, H. S. et al,,
2004), a estimulacdo farmacolégica dos receptores 5-HT,c parece gerar efeito

oposto (Ferreira, H. S. et al., 2005). Uma situagdo andloga ao encontrado nos
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estudos anteriormente citados parece ter sido demonstrada no presente
trabalho, uma vez que a agdo natriorexigénica conseqiente a estimulagéo dos
receptores 5-HT; localizados na ASM, que aqui demonstramos, esta em
contraste com a maioria das acgdes inibitorias sobre a ingestdo de sal obtidas
apés a estimulacdo de outros subtipos de receptores serotoninérgicos

localizados em outras areas centrais.

As respostas serotoninérgicas parecem depender também da area em
que esta amina atua. O impacto global e funcional do neurotransmissor parece
depender mais do efeito relativo sobre os diferentes subtipos de receptores e
menos da agao absoluta do neurotransmissor sobre a atividade dos neurénios
5-HT. Segundo Uphouse L. (1997), parece que as respostas diferenciadas dos
multiplos receptores 5-HT estdo relacionadas a cinco caracteristicas cruciais
que fornecem ao sistema nervoso capacidade para transferir informagdes que
jamais poderiam ser atingidos por um unico tipo de receptor: (1) A 5-
hidroxitriptamina tem variagao na afinidade e na potenciagao dos efeitos para
os diferentes subtipos de receptores. (2) A transdugdo das respostas é
realizada através de varias vias pelos diferentes subtipos de receptores, assim,
qualitativamente difere a sinalizagdo intracelular que ocorre em resposta aos
diferentes perfis de ativagao do subtipo de receptor da 5-HT. (3) Os subtipos de
receptores diferem na sua susceptibilidade aos agonistas mediada pela
dessensibilizacido / downregulation. (4) Os subtipos de receptores interagem na
mediacdo celular as respostas para o neurotransmissor. (5) Os subtipos de
receptores respondem de forma diferente para as alteragdes fisiolégicas no
meio ambiente. Assim, embora a evolugdo dos varios subtipos de receptores
possa ter ocorrido por acaso, multiplos receptores 5-HT, parecem ter sido
mantidos, permitindo uma adaptagao no repertoério fisiologico e comportamental
em resposta a evolugdo das necessidades do organismo.

Contudo, € necesséario notar que a estimulagdo da ingestdo de sal
provocada pela estimulagdo dos receptores 5-HT3 localizados na ASM é
congruente com a potenciagdo da ingestdo de agua em ratos apds a
estimulagio angiotensinérgica central ja demonstrada anteriormente (Castro, L.
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et al., 2000). Neste ultimo, quando utilizamos o pré-tratamento com GR
113808, antagonista dos receptores serotoninérgicos do subtipo 5-HT,4 em
ratos normohidratados, foi verificada potencializacdo da ingestdo de agua
induzida pela inje¢éo central de ANG 1l e pela estimulag&o central colinérgica.
Assim, de maneira analoga ao ja observado em nosso laboratério, como citado
no estudo anterior, demonstramos no presente trabalho também uma acéo
potencializadora na ingestdo de sal induzida pela deplecido de sodio. Essa
acdo natriorexigénica produzida pela estimulacdo dos receptores
serotoninérgicos do subtipo 5-HTs localizados na ASM, demonstrada em
nossos achados, foi pela primeira vez verificada, o que torna relevante nossos

dados.

Usamos como metodologia de estudo para investigar a ingestao de sal a
deplecéo de sdodio induzida pela agcdo de um diurético de alga, a furosemida,
seguida do registro da ingestao de uma solucao hipertonica de cloreto de sddio
(NaCl 1.5%) . Este’ metodo tem sido amplamente usado na literatura para a
investigacdo do apetite especifico por sédio por ter um impacto direto sobre
estruturas centrais implicadas em apetite por s6dio e na sinalizagdo nos
circuitos de recompensa (Na, E. S., 2007). Um dos estimulos melhor
empregados para aumentar a ingestdo de uma solugdo salina hipertdnica
normalmente considerada como aversiva aos animais € a deplegcdo de sédio
realizada através da furosemida. Assim como em nosso estudo, Camargo et
al,, (2007), utilizaram esse mesmo protocolo para observar as alteragées
provocadas pela agdo integrada da arginina-vasopressina (AVP) e ANG Il na
ASM sobre a ingestdo de sal. Para demonstrar a agdo da ativagdo dos
receptores GABAa sobre a ingestdo de agua e sal, também foi realizada a
deplecdo sodica (De Oliveira, L. B. et al., 2007). Thunhorst & Johnson (2001),
também fizeram uso da deplecgao de fluidos provocada pela furosemida isolada
ou associada com o captoprii para avaliar a agdo da administragdo
intracerebroventricular de ANG Il sobre a ingestdo de agua e sal. O estudo
sobre o equilibrio hidroeletrolitico & realizado a partir de diversos protocolos
que proporcionam condi¢cdes em que a ingestao de agua e de sal é estimulada.
Jonhson & Thunhorst (1997), relatam que o uso de diuréticos para induzir a
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ingestéo de sal é bem estabelecido como parédmetro para medir o apetite por
sal. A administrag@o de diuréticos (furosemida) para induzir o apetite por sal ja

é utilizada ha mais de trés décadas (Jalowiec, J. E. 1974).

Através da utilizagc&o da deplecao de sddio por meio da administragdo de
furosemida foi sugerido que, durante a fase de saciedade do apetite por sadio,
ha uma rapida recuperagdo da osmolaridade plasmatica, concentragcdo de
sédio e de volume extracelular. Para tal, essas alteracdes seriam detectadas e
integradas pelos neurdnios da lamina terminal (LT). Estas informagdes entéo
seriam projetadas para o nucieo dorsal da rafe (NDR) através de uma conexao
monosinaptica. O NDR, através da 5-HT, modula o apetite por sal, inibindo a
maior ingestdao de sodio (Badaué-Passos Jr., ef al., 2007). Assim, pudemos
demonstrar como o protocolo utilizado neste nosso estudo € amplamente
usado em estudos cientificos recentes. De fato que, a deplegcdo de sédio
promovida pela administracdo da furosemida, um antidiurético de alga, € um
dos métodos mais aplicados para analisar as alteracbes no apetite por sddio
dos animais quando estes s&o estimulados a ingerir solucio salina hiperténica.

A serotonina € um dos neurotransmissores mais difusos no sistema
nervoso central e esta envolvida em diversos mecanismos regulatorios. Este
neurotransmissor € um dos principais reguladores da saciedade alimentar e,
certamente, os efeitos que este exerce sobre a ingestdo hidro-heletrolitica é
peca importante para o controle dos comportamentos ingestivos em geral.
Tecott, L. H. ef al. (1995), mostraram, em um importante estudo, que ratos que
sofreram mutagcao e nao apresentavam os receptores serotoninérgicos do
subtipo 5-HT,c apresentavam peso elevado, como resultado do controle da
alimentacdo apresentar um comportamento anormal, o que institui um papel
para estes receptores serotoninérgicos no controle do apetite. Além disso,
estes animais mutantes também s&o propensos a morte espontanea, o que
sugere que estes receptores 5-HT,c medeiam com ténus de inibitério a rede de
excitabilidade neuronal. Foi também observado que a estimulacdo de
receptores 5-HTig, 5-HT2c e 5-HT.a reduziu a ingestdo de alimento por

diferentes mecanismos comportamentais (Simansky, K. J., 1996). Também ja
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foi demonstrado que a administragao periférica via subcutanea de ipsapirona,
agonista dos receptores 5-HT,s, promove efeitos depressores na ingestéo
alimentar aguda de forma dose-dependente em ratos em jejum (Arkle &
Ebenezer, 2000). Como ja observado, a serotonina esta intimamente
relacionada com o controle do comportamento ingestivo. Dessa forma,
podemos incluir nossos dados como parte demonstrativa da relagéo entre o
sistema serotoninérgico e o comportamento ingestivo, especificamente sobre 0
controle na ingestao de sal.

Varias substancias de natureza legal atingem o sistema serotoninérgico
central e entre estas se incluem uma série de farmacos destinados ao controle
de diversas afeccgbes psiquiatricas, como a depressdo e a ansiedade. Drogas
serotoninérgicas estdo sendo utilizadas rotineiramente como anoréxicos,
especialmente pelo potencial inibitério sobre a fome ja demonstrado
anteriormente. Os inibidores seletivos da recaptagdo da serotonina (ISRS)
surgiram como um grande avango na terapéutica psicofarmacolégica. Como
resultado, a descoberta desses agentes farmacolégicos, langcou uma nova era
no desenvolvimento de drogas psicotropicas. Na tentativa de desenvolver os
ISRS, os pesquisadores descobriram um numero de compostos aminados,
agindo em ambos 0s neurdnios noradrenérgicos e serotoninérgicos com
diferengas consideraveis em poténcia. Neste caso, um determinado
medicamento pode, portanto, afetar mais de um sitio podendo produzir varios e
diferentes efeitos clinicos (Vaswani, M. et al., 2003). Também drogas de
natureza ilegal interagem com o componente serotoninérgico central, sobretudo o
ectasy e a cocaina, de amplo uso universal entre os mais jovens, promovendo
efeitos toxicos. Portanto, do ponto de vista clinico, o esclarecimento das agdes
serotoninérgicas centrais € de suma importancia, especialmente quando este
sistema esta altamente envolvido com a regulagdo de um parametro vital para
todos, como € o caso do equilibrio hidroeletrolitico.

Tendo em vista o acima exposto, a investigacéo dos aspectos relativos a
participagdo serotoninérgica central em fendmenos regulatérios é de suma

importancia desde que, como vimos, a 5HT estd envolvida numa enorme
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variedade de acgbes regulatérias e € alvo de uma grande quantidade de substancias

de uso humano, tanto de natureza legal quanto ilegal.

Achamos que novos dados sobre este mesmo tema devem ser obtidos.
Por isso, pretendemos como objeto do nosso futuro trabalho estudar a
participacéo de outros subtipos de receptores serotoninérgicos na area septal
medial no controle do equilibrio hidroeletrolitico e, além disso, pensamos
também em estender o nosso trabalho por outros sitios centrais que possuam
importante participacdo na regulagio hidrossalina através da ativagdo das vias
serotoninérgicas. Desse modo, em breve poderemos entender a interacdo
entre os diversos nucleos centrais e a ativagdo dos diversos subtipos de
receptores serotoninérgicos sobre o controle do equilibrio hidroeletrolitico.
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7. CONCLUSOES

Em resumo, os dados obtidos no presente trabalho nos permitem
concluir que a ativagcdo dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT;
localizados na area septal medial promove aumento na ingestdo de sal em
ratos sodio-depletados.

Além disso, é possivel afirmar que este efeito ndo é conseqlente a
qualquer alteragéo pressorica dos animais que receberam a micro-injegcdo do

agonista dos receptores serotoninérgicos do subtipo 5-HTs.

Por ultimo, podemos sugerir que o estimulo para elevagdo na ingestao
de sal é um efeito farmacolégico, pois mostramos a inexisténcia de um ténus
estimulatério endégeno quando administramos isoladamente o antagonista dos

receptores 5-HT; localizados na ASM.
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