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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar a participagdo dos mecanismos
adrenérgicos da area predptica medial (APM) na secre¢do salivar induzida pela
estimulagdo colinérgica (injecao de pilocarpina) periférica. Foram utilizados Ratos
Holtzman (280-320 g). Uma parte dos animais sofreu lesdo na APM através da
passagem de corrente elétrica (ImA x 3x10s), para servir de controle, uma outra parte
dos animais foi submetida aos mesmos procedimentos de cirurgia cerebral, exceto
que nao foi exposta a passagem de corrente elétrica (lesdo ficticia). Foram utilizados
também animais que sofreram a cirurgia de implante de canulas guia na APM para a
injecdo de agonistas e antagonistas adrenérgicos. A saliva foi coletada utilizando-se
bolas de algoddo previamente pesadas e inseridas na boca do animal que se
encontrava sob anestesia por quetamina (1mg/mL/kg). A saliva¢ao foi induzida por
inje¢do intraperitoneal (ip) de pilocarpina (Img/mL/kg). A lesdo da APM reduziu a
salivagdo induzida por pilocarpina ip tanto no grupo que sofreu lesdo da APM 24
horas antes do experimento (lesio APM 340,7 + 41,1 mg/7min, vs. LF 4284 + 31,6
mg/7min) quanto no grupo que sofreu a lesdo 5 dias antes do experimento (lesdao
APM 310,2 + 35,4 mg/7min, vs. LF 4949 £ 35,5 mg/7min). Nao foi verificada
redu¢do na salivacao induzida por pilocarpina ip nos animais que sofreram lesao 15
dias antes do experimento. (lesio APM 461,6 = 81,4 mg/7min, vs. LF 575,7 + 34,9
mg/7min). A injecdo de noradrenalina (80 nmol/0,5uL) na APM nao reduziu a
salivacdo induzida por pilocarpina ip (NOR + Pilo 356,0 + 36,0 mg/7min vs. Salina +
Pilo 475,0 + 73,0 mg/7min) Essa mesma droga na dose de 160 nmol/0,5uL reduziu a
salivacdo induzida por pilocarpina ip (NOR + Pilo 251,0 £ 50,0 mg/7min vs. Salina +
Pilo 468,0 £ 59,0 mg/7min). O efeito inibitoério da inje¢do na APM de noradrenalina
(160 nmol/0,5uL) na salivacdo induzida por pilocarpina ip ndo foi reduzido pela
inje¢do prévia do antagonista de receptores adrenégicos o, RX-821002 na dose de 80
nmol/0,5uL (RX + NOR + Pilo 244,1 + 29,2 mg/7 min, vs. Salina + NOR + Pilo
202,3 £+ 34,8 mg/7min). J& essa mesma droga injetada na dose de 160 nmol/0,5uL,
reverteu parcialmente o efeito inibitério da inje¢do na APM de noradrenalina (160
nmol/0,5uL) na salivagao induzida por pilocarpina ip (RX + NOR + Pilo 329,9 + 77,8
mg/7 min, vs. Salina + NOR + Pilo 148,2 + 30,3 mg/7min). O RX-821002 injetado na
APM na dose de 320 nmol/0,5uL, falhou em mostrar a reversdo do efeito inibitdrio
da inje¢do também na APM de noradrenalina (160nmol/0,5uL) na salivagdo induzida
por pilocarpina ip (RX + NOR + Pilo 261,3 £+ 18,9 mg/7 min, vs. Salina + NOR +
Pilo 320,4 + 30,2 mg/7min). O antagonista de receptores adrenégicos o, Prazosin,
ndo se mostrou eficaz pois o efeito inibitoério da inje¢do na APM de noradrenalina
(160 nmol/0,5uL) na salivacdo induzida por pilocarpina ip ndo foi reduzido pela
inje¢do prévia do antagonista adrenégico a;, Prazosin, na dose de 160 nmol/0,5uL
(Prazosin + NOR + Pilo 223,6 + 35,8 mg/7 min, vs. Salina + NOR + Pilo 256,0 +
58,5 mg/7min). Os resultados mostram que a noradrenalina injetada na APM reduz a
salivacdo induzida pela pilocarpina ip e que esse efeito ¢ reduzido pelo bloqueio
prévio dos receptores adrenérgicos o, da mesma area, sugerindo a existéncia de um
mecanismo adrenérgico o inibitério da salivacao na APM.



ABSTRACT

The present work had as objective to investigate the participation of the
mechanisms adrenergics of the medial preoptic area (APM) in the salivary secretion
induced for the peripheral colinergic stimulation (pilocarpine injection). Holtzman
rats had been used (280-320 g). A part of the animals suffered electrolytic lesion in
the APM through the ticket from electric chain (1mA x 3x10s), to serve as control,
and another part of the animals was submitted to the same procedures of cerebral
surgery, except that it was not displayed to the electric chain ticket (SHAM). Animals
that suffered the surgery from implant of cannulas guides in the APM for the
injection of adrenergics agonists and antagonists were also used. The saliva was
collected using previously weighted and inserted balls of cotton in the mouth of the
animal that was under anesthesia with quetamina (1mg/mL/kg). Salivation was
induced for intraperitoneal injection (IP) of pilocarpine (1mg/mL/kg). The APM
lesion in such a way reduced peripheral the pilocarpine-induced salivation group that
suffered APM lesion 24 hours before the experiment (APM lesion 340,7 + 41,1
mg/7min, versus SHAM 428,4 = 31,6 mg/7min) as much as in the group that suffered
APM lesion 5 days before the experiment (APM lesion 310,2 + 35,4 mg/7min, versus
SHAM 4949 + 35,5 mg/7min). Reduction in the peripheral pilocarpine-induced
salivation was not verified in those animals that had suffered APM lesion 15 days
before the experiment (APM lesion 461,6 = 81,4 mg/7min, versus SHAM 575,7 +
34,9 mg/7min). The injection of noradrenaline (80 nmol/0,5uL) in the APM did not
reduce the peripheral pilocarpine-induced salivation (NOR + Pilo 356,0 = 36,0
mg/7min versus Saline + Pilo 475,0 £ 73,0 mg/7min). This same drug in the dose of
160 nmol/0,5 uL reduced the peripheral pilocarpine-induced salivation (NOR + Pilo
251,0 = 50,0 mg/7min versus Saline + Pilo 468,0 + 59,0 mg/7min). The inhibitory
effect of the injection in the APM of noradrenaline (160 nmol/0,5uL) in the
peripheral pilocarpine-induced salivation was not reduced by the previous injection of
the antagonist of adrenoceptors a,, RX-821002 in the dose of 80 nmol/0,5uL (RX +
NOR + Pilo 244,1 + 29,2 mg/7 min, versus Saline + NOR + Pilo 202,3 + 34,8 mg/7
min). On the other hand, this same drug injected in the dose of 160 nmol/0,5uL,
partially reverted the inhibitory effect of the injection in the APM of noradrenalina
(160 nmol/0,5uL) in the peripheral pilocarpine-induced salivation (RX + NOR + Pilo
329,9 + 77,8 mg/7min, versus Saline + NOR + Pilo 148,2 + 30,3 mg/7min). The RX-
821002 injected in the APM in the dose of 320 nmol/0,5uL, failed in showing the
reversion of the inhibitory effect of the injection in the APM of noradrenaline
(160nmol/0,5uL) in the peripheral pilocarpine-induced salivation (RX + NOR +
261,3 £ 18,9 mg/7min, versus Saline + NOR + Pilo 320,4 + 30,2 mg/7min). The
antagonist of adrenergics receptors o, Prazosin, did not reveal efficient, therefore the
inhibitory effect of the injection in the APM of noradrenaline (160 nmol/0,5uL) in the
peripheral pilocarpine-induced salivation was not reduced by the previous injection of
the adrenergic antagonist a,;, Prazosin, in the dose of 160 nmol/0,5uL (Prazosin +
NOR + Pilo 223,6 £ 35,8 mg/7min, versus Saline + NOR + Pilo 256,0 + 58,5
mg/7min). The results show that the noradrenaline injected in the APM reduces the
peripheral pilocarpine-induced salivation and this effect is reduced by the previous



blockade of the receiving adrenergics o, of the same area, suggesting to the
existence of an adrenergic o, inhibitory mechanism of the salivation in the APM.



INTRODUCAO

A cavidade bucal estd relacionada com diversas atividades fisioldgicas dos
mamiferos, entre elas a mastigacdo, degluticdo, fonacdo e gustacdo. A saliva,
secretada constantemente nesta cavidade, ¢ de fundamental importancia para a
manutengdo da saude bucal atuando em fatores tais como tamponamento do pH,
remineralizacdo dental e prevencao de infeccdes. A secreg¢do salivar atua ainda no
controle de outras variaveis fisiologicas e comportamentais como a termorregulagao e
ingestdo de sodio (Flynn et al., 1981; Matsuo e Yamamoto, 1989; Jensen et al., 1991;
Ferguson, 1993; Freitas et al., 1994). Pacientes com diminui¢ao de secregdo salivar
(com xerostomia) total ou parcial devido a radiacdo da regido da face, com
exocrinopatia como a sindrome de Sjogren, desidratados, sob o uso excessivo de
diuréticos ou de drogas anticolinérgicas ou antiadrenérgicas, exibem sinais e sintomas
como boca seca, queimagdo da mucosa bucal, diminuicdo de acuidade gustatoria,
dificuldade de alimentacdo, desconforto ao falar, aumento no indice de caries,
doencgas periodontais, intolerancia a protese total e sialodenite bacteriana (Ferguson,
1993; Wiseman e Faulds, 1995). Devido a esses efeitos indesejaveis e desagradaveis,
a corre¢do ou reducdo desses problemas com o uso de substincias que estimulam a
secrecdo salivar como a pilocarpina, tem, portanto, interesse clinico e farmacolégico.

As glandulas salivares s3o por definicdo as glandulas que despejam seus
produtos de secre¢ao (saliva) na cavidade bucal. Na maioria dos mamiferos, inclusive
no homem, sdo trés os pares de glandulas salivares maiores. As parotidas, que se
localizam na face, anteriormente ao canal auditivo e articulagdo t€émporo-mandibular,

as submandibulares, localizadas medialmente ao ramo da mandibula e as sublinguais,



que ocupam o espago abaixo do assoalho da cavidade bucal, anteriormente as
glandulas submandibulares. No rato, as submandibulares estdo em intima relagdo com
as sublinguais compartilhando da mesma capsula externa. Além destas, existem
varias glandulas salivares menores que estao espalhadas pelos labios, palato, lingua e
mucosa bucal (Garret ¢ Anderson, 1991; Saracco e Crabill, 1993).
As glandulas salivares recebem inervacao do sistema nervoso autonomico (Norberg e
Olsson, 1985; Garret, 1966; Emmelin, 1987; Garret ¢ Anderson, 1991). No rato, a
inervagdo parassimpatica ¢ dada pelos neurdnios dos nervos corda do timpano (ramo
do nervo facial) que inervam as glandulas submandibular-sublingual e pelo ramo
timpanico do glossofaringeo que inerva a glandula paroétida (Hellekant e Hagstrom,
1974; Templeton e Thulin, 1978; Loewy, 1990; Garret e Anderson, 1991). Os corpos
celulares desses nervos estdo alojados, respectivamente, nos nucleos salivatérios
superior e inferior, que se estendem da parte caudal da ponte a parte anterior do bulbo
(Hellekant e Hagstrom, 1974; Nicholson e Severin, 1981; Ramos et al. 1988 a, b,
1989; Takeuchi et al., 1991). A inervacao simpatica parte dos segmentos toracicos
superiores € prossegue via nervo cervical simpatico superior até o ganglio cervical
simpatico superior, onde faz sinapse, prosseguindo entdo pelas fibras eferentes até as
glandulas submandibular-sublingual e parétida, respectivamente (Elverdin et al.,
1984; Moreno et al., 1986; Loewy, 1990; Garret ¢ Anderson, 1991). As terminagdes
nervosas parassimpaticas sdo mais abundantes nas glandulas submandibulares, ao
passo que as pardtidas recebem poucas fibras dessa natureza (Garret, 1966), o que
sugere que as glandulas submandibulares s3o mais importantes para a secre¢do

aquosa. Esse tipo de producdo de saliva envolve o movimento de dgua dos capilares



para as células acinares e depois para o lumen glandular (Anderson et al. 1995).
A importancia do simpatico e do parassimpatico na regulagdao do fluxo
sanguineo foi estabelecida ha bastante tempo (Bernard, 1858; Heidenhain, 1872). O
fluxo sangiiineo nas glandulas salivares estd sob controle do sistema nervoso
neurovegetativo (Anderson et al., 1998). E bem conhecido que a vasodilatagio e o
aumento de fluxo sangiiineo sao fundamentais para atender o aumento no volume de
secrecao salivar (Anderson et al., 1998).

Um dos principais estados fisiologicos no qual a inervacdo para as glandulas
salivares ¢ ativada ¢ o reflexo relacionado com a ingestao alimentar (Bradley, 1991).
Impulsos aferentes de mecanoceptores orais € botdes gustativos sdo transmitidos por
fibras sensoriais dos nervos trigémeo, facial e glossofaringeo ao nucleo trigeminal e
nucleo do trato solitario (Bradley, 1991). Além disto, a ativacdo da inervacao
simpatica para as glandulas salivares potencia a secrecdo salivar induzida pela
ativacao do reflexo relacionado com a ingestdo alimentar (Izumi e cols., 1995).

Apesar de provavel secre¢do espontianea pelas glandulas salivares (Ohlin e
Perec, 1965; Templeton e Thulin, 1978; Garret ¢ Anderson, 1991), a saliva é,
reconhecidamente, secretada por ativagdo de receptores autonomicos glandulares. A
ativacdo farmacologica de receptores adrenérgicos e colinérgicos localizados nas
glandulas salivares promove um aumento da secre¢do salivar (Norberg e Olson, 1965;
Martinez e Cassity, 1983; Elverdin et al., 1984; Baum, 1987; Jensen et al., 1991;
Izumi e Karita, 1995; Mandel et al., 1968; Emmelin, 1987; Garret, 1987; Parkinson,
1990; Izumi e Karita, 1994; Hiramatsu et al., 1995). Tanto com estimulos simpaticos

como parassimpaticos, as glandulas irdo responder com secre¢do, embora a qualidade



e a quantidade dessas secrecdes, nessas duas condi¢des, sejam diferentes
(Elverdin et al., 1984 Emmelin, 1987; Garret, 1987). Os receptores adrenérgicos o
parecem ser os principais mediadores da secrecao de proteina nos ductos (Garret et
al., 1991), enquanto que os receptores B sdo os principais mediadores da secre¢ao de
proteina nos acinos (Garret et al., 1991). Os receptores muscarinicos t€ém fungao
importante na secrecao de liquido, resultando em grande volume de saliva secretada,
porém com baixa concentracao protéica (Garret et al., 1987).

Diante disso, tem-se entdo que a ativagdo simpatica causa vasoconstricao na
artéria que irriga a glandula salivar, secre¢do pelas células acinares e contragdao das
c¢lulas mioepiteliais, resultando em pequeno volume de secre¢do, mas rico em
proteinas (Garret, 1987; Bradley, 1991); e a ativacdo da inervacao parassimpatica
para as glandulas causa vasodilatacdo, secrecao aquosa em grande quantidade pelas
células acinares e contragdo das células mioepiteliais resultando em grande volume,
porém com baixa concentragdo de proteinas (Garret, 1987; Bradley, 1991; Izumi et
al., 1994).

A pilocarpina, um agonista colinérgico muscarinico inicialmente extraido da
planta brasileira Pilocarpus jaborandi, age sobre as glandulas salivares e sudoriparas,
produzindo vasodilatagdo das artérias que irrigam as glandulas e conseqiiente
salivacdo e sudorese (Fergusson, 1993). Embora uma agao direta da pilocarpina em
receptores localizados nas glandulas salivares, estimulando a secrecdo salivar, seja
um mecanismo bastante aceitavel e que parece mais adequado, estudos mais recentes
tétm demonstrado que grande parte da salivagdo induzida pela inje¢cdo, mesmo

periférica, de pilocarpina depende de mecanismos encefélicos.



Renzi e cols., (1993) investigaram os efeitos da injecao de pilocarpina no
sistema nervoso central (SNC) sobre a salivacdo e verificaram que a inje¢do desta
droga no ventriculo lateral de ratos causa hipersecrecdo salivar dependente
principalmente de receptores muscarinicos do tipo M; centrais. A salivagao induzida
por injecao intracerebroventricular (icv) bem como intraperitoneal (ip) de pilocarpina
¢ inibida pela lesdo eletrolitica de tecido cerebral situado na regido preoptico-
periventricular (regido anteroventricular do terceiro ventriculo-AV3V) (Renzi e cols.,
1993), sugerindo a participagao de estruturas cerebrais na salivacdo induzida por
estimulagdo colinérgica central e periférica (Renzi e cols., 1993).

Exemplos disso sdo experimentos em que se verificou que a salivacao
induzida pela pilocarpina injetada icv pode ser inibida pela lesdo de estruturas
encefalicas como a regido AV3V, area septal (AS) ou hipotidlamo lateral (HL),
sugerindo que estas estruturas estariam envolvidas no controle da salivacdo (Renzi e
cols., 1993, 1994 e 2002). Schallert e cols (1978) demonstraram que apds a lesao HL,
ha modificacdes na quantidade de saliva secretada, sendo que, logo apds, ha uma
hipersalivagdo e posteriormente uma reducdo na quantidade de saliva, abaixo dos
niveis normais. Vale ressaltar também que as injecdes periféricas do bloqueador
ganglionar hexametonio ou de antagonistas adrenérgicos, reduzem a salivacdo
produzida pela injecdo icv de pilocarpina, sugerindo, também, a participagdo do
sistema simpatico nos efeitos da pilocarpina na secrecdo salivar (Cecanho et al.,
1999).

Estudos do nosso laboratoério mostraram o envolvimento do sistema nervoso

central, particularmente da regido AV3V, na secre¢do salivar induzida pela inje¢ao de



pilocarpina central ou periférica em ratos. Em animais em que se realizou a lesao
aguda da regido AV3V (6 horas, 2 e 7 dias), a secre¢do salivar induzida pela injecao
intraperitoneal (ip) ou icv de pilocarpina foi reduzida, ao passo que em animais com
lesdo cronica dessa regidao (15 dias), ndo foi observada alteracdo na salivacao
induzida pela injecao ip ou icv de pilocarpina. Esses resultados demonstram que a
regido AV3V ¢ importante para o efeito salivatério da pilocarpina e sugere que, ao
menos uma parte do efeito da injecdo periférica de pilocarpina sobre a secrecao
salivar depende da ativagdo de mecanismos centrais Além disso, mudangas
morfologicas nas glandulas salivares também foram induzidas pela lesdo da regido
AV3V, embora seu inicio apareceu somente 2 dias depois da lesdo ter sido feita e se
tornou mais evidente aos 7 e aos 15 dias depois (Renzi et al., 1990). Aparentemente,
as alteracdes funcionais ndo sdo necessariamente conseqiiéncias das alteragdes
morfologicas das glandulas salivares.
A recuperagdo da secre¢do salivar apos um periodo cronico de lesdo da regido
AV3V pode ser devido a supersensibilidade da glandula salivar a pilocarpina,
semelhante a sensibilidade observada na desnervacao glandular (Emmelin e Muren,
1950; Emmelin, 1987). Outra possivel explicagdo para a recuperacdo da secre¢ao
salivar ap6s a lesdo da regido AV3V seja o fendomeno da plasticidade neural, ja que o
controle exercido pela regido AV3V desaparece imediatamente apés a lesdo, mas
alguns dias depois outras areas cerebrais poderiam reorganizar essa fungdo. A
recuperagao da fungdo alguns dias apos a lesdo da regido AV3V em ratos também foi
demonstrada para ingestao de dgua e sddio. (Brody e Johnson, 1978; Gongalves et al.,

1992). Diante disso, pode-se sugerir um possivel envolvimento de mecanismos



centrais na secre¢ao salivar induzida por ativacao colinérgica em ratos, ja que a
lesdao da regido AV3V reduziu a secrecao salivar induzida pela inje¢do ip ou icv de
pilocarpina, antes mesmo de aparecer alteracoes morfologicas nas glandulas
submandibulares.

Para evidenciar a importancia das areas anteriores do encéfalo, podemos citar
os resultados de estudos neuroanatdomicos que mostraram que existem conexoes entre
estruturas da lamina terminalis (area predptica medial-APM, 6rgdo vasculoso da
lamina terminal-OVLT e orgdo subfornical-OSF) e as glandulas salivares, o que
corrobora a participagdo central na regulagdo da secrecao salivar (Hiibschle, 1998).

Kanosue (1990) demonstrou que a estimulagdo térmica bilateral da area
preoptica medial e do hipotdlamo anterior, promove aumento da secrecdo salivar.
Este mesmo autor observou também que a estimulacdo elétrica da area predptica
medial produziu um aumento na secre¢do salivar das  glandulas
submandibular/sublingual. Esses mesmos resultados mostraram que a estimulagdo
térmica ou elétrica, unilateral da area predptica medial (APM) produz significativo
aumento de secrecao das glandulas submandibulares e sublinguais ipsilaterais quando
comparado com a secre¢do das glandulas salivares contralaterais.

Estudos mostraram que a pilocarpina também poderia ser indicada para
atenuar os efeitos colaterais de drogas adrenérgicas anti-hipertensivas que ao reduzir
a secrecao salivar, causam desconforto e sensagdo de boca seca (Fergusson, 1993).
Uma droga anti-hipertensiva adrenérgica tipica ¢ a clonidina (agonista de receptores
adrenérgicos a, e imidazdlicos) que apresenta a xerostomia como um dos efeitos

colaterais. Injetada centralmente ou perifericamente, a clonidina possui efeito



inibitorio sobre a secregdo salivar (Izumi e cols., 1995). O mecanismo de agao
central da clonidina, responsavel pela reducdo da salivacao, ainda ¢ desconhecido. O
efeito periférico da clonidina ¢ atribuido a sua acdo em receptores adrenérgicos o,
pré-sinapticos da terminagdo simpatica das glandulas salivares (Izumi e cols., 1995).
Uma nova droga com potente efeito central anti-hipertensivo, semelhante a
clonidina, ¢ a moxonidina (Ernsberger e cols., 1993; 1994; Haxhiu e cols., 1994).
Embora tenha alguma atividade em receptores adrenérgicos o, acredita-se que a
moxonidina atue, preferencialmente, em receptores imidazdlicos do tipo II,
localizados na regido rostroventrolateral do bulbo (RVL). Estes receptores, quando
ativados, promovem uma diminui¢ao da atividade neuronal deste ntcleo, suprimindo
a atividade simpatica eferente, e conseqiientemente, reduzindo a resisténcia vascular
periférica total e a pressdo arterial. Como a moxonidina possui uma fraca acdo em
receptores adrenérgicos a, € possivel que ela tenha um efeito menor sobre a secrecao
salivar em comparagdo com a clonidina ou mesmo nao apresente o efeito colateral de
xerostomia. Entretanto, recentes resultados mostraram que a moxonidina injetada icv
tem um potente efeito inibitorio sobre a salivagdo induzida pela pilocarpina injetada
ip ou icv (Moreira e cols., 2001). Efeito semelhante também foi observado em
animais que receberam inje¢do icv do agonista adrenérgico noradrenalina associado
com pilocarpina ip ou icv (Moreira e cols., 2002). O tratamento prévio com ioimbina
ou RX-821002 (antagonistas de receptores adrenérgicos o) icv aboliu o efeito anti-
salivatorio da moxonidina e da noradrenalina injetada centralmente, ja o antagonista
adrenérgico o, prazosin, injetado previamente nao foi eficiente em inibir o efeito anti-

salivatério da noradrenalina, sugerindo o envolvimento de receptores adrenérgicos o,



na inibicdo da salivacao (Takakura e cols., 2003; Moreira e cols., 2002). A
injecdo ip de moxonidina na mesma dose injetada icv, porém, nao modificou a
salivagao produzida pela pilocarpina injetada perifericamente. Por outro lado, a
injecdo ip de noradrenalina reduziu a salivacdo induzida por pilocarpina, mas seu
efeito inibitério ndo foi revertido com a injecao icv de ioimbina ou RX-821002,
sugerindo que a noradrenalina injetada perifericamente ndo atua em receptores
adrenérgicos o, centrais para inibir a salivacao induzida por pilocarpina (Takakura e
cols., 2001).

A inibicdo da salivagdo pela ativagdo dos receptores adrenérgicos o, centrais
poderia ser devido a pelo menos dois mecanismos: 1°) ativacdo de uma via inibitoria
neural para as glandulas salivares; 2°) inibi¢ao de uma via excitatoria central que
ativaria a salivacdo. A hipdtese de o primeiro mecanismo ser o responsavel pelos
efeitos inibitorios da moxonidina e da noradrenalina parece pouco provavel, uma vez
que ndo existe nenhuma evidéncia da existéncia de uma via inibitoria direta do SNC
para as glandulas salivares (Emmelin, 1987; Garrett, 1987). Portanto, o segundo
mecanismo, no qual a pilocarpina agiria diretamente no SNC ativando uma via
excitatéria que promoveria salivagdo parece ser o mais provavel. A atua¢do no
sistema nervoso central da moxonidina e da noradrenalina seria no sentido de inibir
essa via excitatéria central ativada pela pilocarpina. Esses mecanismos de agao
propostos para a pilocarpina e para os agonistas adrenérgico o, também estdo de
acordo com os resultados anteriores deste laboratorio, que mostraram que lesdes de
algumas areas cerebrais prosencefalicas (regido AV3V, HL e AS) produzem grande

reducdo da salivagdo induzida pela pilocarpina injetada central ou perifericamente



(Renzi e cols., 1993; 1994 ¢ 2002).

A existéncia da neurotransmissdo noradrenérgica na area preodptica medial
(APM) foi constatada em outros parametros fisioldgicos, como por exemplo, sono e
temperatura corporal (Raesh e Kumar, 1998; Alam e Mallick, 1994) e ainda na
regulacdo da concentracdo de receptores androgenos (Handa e Resko, 1989). Com
base nestes dados, este projeto propoe investigar na salivagdo, os efeitos da injecdo de
agonistas e antagonistas adrenérgicos na APM, associada a inje¢do periférica de
pilocarpina em ratos. Assim, nossa hipdtese ¢ que a mesma via neural que ¢ destruida
pelas lesdes das regidoes AV3V, HL e AS, poderia ser inibida pela ativacao dos

receptores adrenérgicos o, centrais, resultando em inibicdo semelhante da salivagao.



OBJETIVOS

Diante disso, sabendo-se do envolvimento do mecanismo de receptores
adrenérgicos o, bem como da participacao de estruturas encefalicas no controle da

secrecao salivar, constituem-se objetivos deste trabalho:

e Avaliar os efeitos agudos (24 horas e 5 dias) ou cronicos (15 dias) da lesdao
eletrolitica da APM na salivacgdo basal e na salivacdo induzida pela injegdo ip
de pilocarpina em ratos.

e Analisar os efeitos da injecdo de noradrenalina na APM sobre a salivacdo
induzida pela injecao ip de pilocarpina em ratos.

e Investigar os efeitos da injecao de noradrenalina sozinha ou combinada com
antagonistas de receptores adrenérgicos a; (Prazosin) ou o, (RX-821002) na

APM sobre a salivacdo induzida pela injecdo ip de pilocarpina em ratos.



MATERIAL E METODOS

1. Animais:

Foram utilizados ratos Holtzman com peso variando de 280 a 320 g,
procedentes do Biotério do Campus de Araraquara, UNESP. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais de aco inoxidavel e alimentados com ragao solida e
agua de torneira, com temperatura controlada a 24°C e umidade em 55% e ciclo

claro/escuro de 12/12 horas.

2. Técnica de lesao eletrolitica da APM:

Os animais foram anestesiados com quetamina (100 mg/kg de peso corporal)
e adaptados a um aparelho estereotdxico (modelo Kopf 900). Apods a incisdo
longitudinal da pele e do tecido subcutdneo da cabeca, o peridsteo foi afastado, as
suturas de bregma e lambda foram expostas, e serviram como referéncia para
nivelamento da cabeca do animal. Determinado o ponto de introdu¢do do eletrodo, foi
executada a trepanacdo da abobada com auxilio de uma broca esférica, tomando-se o
cuidado para evitar lesdo do seio venoso longitudinal. Através desse orificio, apos o
afastamento cuidadoso do seio venoso longitudinal com auxilio de uma agulha
hipodérmica, foi introduzido um eletrodo de aco inoxidavel de 0,45 mm de didmetro,
isolado em toda extensdao, exceto 0,5 mm da extremidade. A localizagdo da

extremidade do eletrodo foi obtida com os parametros estereotaxicos do Atlas de



Paxinos e Watson (1986). Para a lesao da APM foram utilizados os parametros:
AP = 0,0 mm caudal ao bregma; L=+ 0,7 mm do seio venoso; V = 7,7 mm abaixo da
superficie do osso. As lesdes foram efetuadas pela passagem de uma corrente elétrica
anddica de 1 mA. Essa corrente foi passada 3 vezes com duracdo de 10 segundos
cada, usando-se uma fonte de corrente continua, que permite a regulagem eletronica
desses parametros.

Um outro grupo de animais (lesdo ficticia) foi submetido aos mesmos
procedimentos de cirurgia cerebral a que foram submetidos os animais lesados,
exceto que ndo foram expostos a passagem de corrente elétrica.

Uma dose profilatica de penicilina (50.000 UI) foi injetada

intramuscularmente ao término da cirurgia em todos os animais.

3. Técnica de implante de canulas guias cerebrais:

Os animais foram anestesiados com quetamina (100 mg/kg de peso corporal)
e adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo Kopf 900). O lambda e o bregma
foram utilizados como referéncia para nivelar a cabega dos animais. Utilizando-se o
bregma foram determinados os pardmetros para a introducdo de canulas guias, de aco
inoxidéavel, em dire¢do a area predptica medial (APM).

Para o implante de canulas em direcdo a APM, utilizaram-se as seguintes
coordenadas: AP = 0,3 mm caudal ao bregma; L = 0,6 mm do seio venoso e V = 5,9

mm abaixo da superficie do cranio.



A canula-guia foi fixada a superficie do cranio por meio de acrilico
autopolimerizavel preso a dois parafusos atarraxados no cranio. Uma dose profilatica
de antibidtico (penicilina 50.000 UI) foi injetada intramuscularmente ao término da

cirurgia em todos os animais.

4. Inje¢ao cerebral:
As injecdes na APM foram feitas com uma seringa Hamilton (5 pL) conectada
por meio de um tubo de polietileno (PE 10), a uma canula injetora de aco inoxidavel

com 2 mm de comprimento maior que a canula guia.

As drogas foram dissolvidas em solucdo fisioldgica e o volume injetado na

APM foi de 0,5uL.

5. Coleta da Saliva:

ApoOs 5 dias da cirurgia de implante de canula cerebrais, os ratos foram
anestesiados com quetamina (100 mg/kg de peso corporal) e o grau de anestesia foi
monitorado pela observagdo do reflexo coérneo palpebral (de piscar). Doses
suplementares de anestésico foram administradas sempre que necessario. Apos secar-
se a cavidade oral do animal com algodao, iniciou-se a coleta da saliva com o auxilio
de pequenas bolas de algodido previamente pesadas e colocadas nas porgdes laterais e
dorso-postero-lingual. A coleta da saliva foi realizada durante 7 minutos iniciando-se
10 minutos ap6s a inje¢do de pilocarpina. Para o registro da salivagdo basal, a coleta

da saliva durou 7 minutos iniciando-se apos a secagem da cavidade oral do animal.



6. Drogas:

As drogas injetadas foram:
Cloridrato de pilocarpina (Sigma, USA): agonista colinérgico muscarinico,
utilizado na dose de 1 mg/ml/kg de peso corporal para injecdes ip.
Bitartarato de noradrenalina (Sigma, USA): agonista adrenérgico, utilizado nas
doses de 80 e 160 nmol/0,5 uL para injegdes na APM.
RX-821002 (Sigma, USA): antagonista adrenérgico a., utilizado nas doses de 80,
160 e 320 nmol/0,5 pL para inje¢cdes na APM.
Cloridrato de prazosin (Sigma, USA): antagonista adrenérgico a;, utilizado na

dose de 160 nmol/0,5 puL para injecdes na APM.



7. Histologia:

Apds os experimentos, os animais foram perfundidos com formalina 10%
através do ventriculo cardiaco esquerdo, sob anestesia profunda com tiopental de
sodio (60 mg/kg de peso corporal).

Os cérebros foram retirados, fixados em formalina 10%, cortados em
micrétomo de congelamento, em cortes de 50 um de espessura, corados pelo método
de Giemsa e analisados ao microscopio para localiza¢cdo da inje¢@o cerebral.

Apenas os animais com lesdo na APM e implante na APM tiveram os

resultados analisados.

8. Anailise Estatistica:

Os resultados foram tabelados e representados em graficos como média =+ erro
padrao da média. O teste de Student-Newmann-Keuls precedido de analise de
variancia foi usado para comparacdo entre as médias. O nivel de significancia foi

fixado em p<0,05.



EXPERIMENTOS QUE FORAM REALIZADOS:

1. Efeitos da lesdo eletrolitica da APM feita 24 horas e 5 dias antes do
experimento (periodo agudo) que avaliou a salivacdo induzida por pilocarpina
ip.

Foram utilizados 4 grupos de ratos, sendo 2 grupos com lesdo da APM e
outros 2 grupos com lesdo ficticia. Nos 4 grupos foram coletadas a saliva total basal
(controle) e a induzida pela injecdo ip de pilocarpina 24 horas e 5 dias apos a lesdo

eletrolitica.

2. Efeitos da lesdo eletrolitica da APM feita 15 dias antes do experimento
(periodo cronico) que avaliou a salivacdo induzida por pilocarpina ip.

Foram utilizados 2 grupos de ratos, sendo 1 grupo com lesdo da APM e outro
grupo com lesdo ficticia. Nos 2 grupos foram coletadas a saliva total basal (controle)
e a induzida pela injecdo ip de pilocarpina 15 dias apos a lesdo eletrolitica.

Os experimentos foram realizados conforme protocolo abaixo:



Pilocarpina i.p.

/ 1 mg/mL/kg
| | |
| | |
7 min 10 min 7 min
Salivacao Salivac¢ao
basal estimulada

3. Efeitos da injecdo na APM de noradrenalina sobre a salivacdo induzida por
pilocarpina ip.

A salivacdo foi induzida pela injecdo ip de pilocarpina (Img/ml/kg de
peso corporal) aplicada 15 minutos apds a injecdo na APM de noradrenalina (80 e
160 nmol/ 0,5 pl) ou salina. A coleta da saliva iniciada 10 minutos apds a injecao de
pilocarpina ip foi realizada durante 7 minutos.

Nos estudos com noradrenalina na APM, cada dose dessa droga, foi injetada em
um grupo de animais. Cada grupo de animais foi submetido a dois experimentos com
um intervalo de pelo menos trés dias entre eles, sendo que no primeiro experimento
uma parte dos animais recebeu injegdes de noradrenalina antes da injecdo de
pilocarpina, e outra parte recebeu injecdoes de veiculo antes da pilocarpina. No

experimento seguinte, nos mesmos animais, o protocolo foi invertido de maneira



contrabalanceada. Como controle, uma terceira parte dos animais foi tratada com

veiculo + pilocarpina em cada experimento, conforme protocolo abaixo:

NOR
(80 ou 160 nmol)

/ ou salina

Pilocarpina i.p.
1 mg/mL/kg

15 min 10 min 7 min

-
Salivacao
estimulada

4. Efeitos da associacio de Prazosin e noradrenalina injetadas na APM na
salivacao induzida por pilocarpina ip.

A salivacdo foi induzida pela injecdo ip de pilocarpina (1mg/ml/kg de peso
corporal) aplicada 15 minutos apos a injecdo na APM de noradrenalina (160 nmol/
0,5 pl). Prazosin (160 nmol/ 0,5 pl) ou salina foram injetados na APM 15 minutos
antes da injecdo de noradrenalina. A coleta da saliva iniciada 10 minutos apos a

injecdo de pilocarpina foi realizada durante 7 minutos.



5. Efeitos da associacio de RX-821002 e noradrenalina injetadas na APM na
salivacao induzida por pilocarpina ip.

A salivagdo foi induzida pela injecao ip de pilocarpina (Img/ml/kg de peso
corporal) aplicada 15 minutos apos a inje¢ao na APM de noradrenalina (160 nmol/
0,5 ul). RX-821002 (80; 160 e 320 nmol/ 0,5 ul) ou salina foram injetados na APM
15 minutos antes da inje¢cdo de noradrenalina. A coleta da saliva iniciada 10 minutos
apos a injecao de pilocarpina foi realizada durante 7 minutos.

No grupo de animais em que se estudou os efeitos do antagonista adrenérgico
ax RX-821002 e do antagonista adrenérgico a; Prazosin, os animais também foram
submetidos a dois experimentos com um intervalo de pelo menos 3 dias entre eles.
No primeiro experimento, uma parte dos animais recebeu injecdo de veiculo +
noradrenalina + pilocarpina e outra parte recebeu injecdo de RX-821102 ou Prazosin
+ noradrenalina + pilocarpina. No experimento seguinte, nos mesmos animais, o
protocolo foi invertido, de maneira contrabalanceada. Como controle, uma terceira
parte dos animais foi tratada com veiculo + pilocarpina em cada experimento,

conforme protocolo abaixo:



RX-821002 NOR

(80, 160 ou 320nmol) (160 nmol) Pilocarpina i.p.
ou salina ou salina 1 mg/mL/kg
| | | |
| | L
7 min 15 min 15 min 10 min 7 min
W *
Salivacao Salivacao

basal estimulada



HISTOLOGIA
A Figura 1 mostra a microscopia de um corte de cérebro de rato que sofreu

lesdo da APM. Apenas os animais que tiveram a lesdo bilateral da APM comprovada

foram considerados para analise dos resultados.

FIGURA 1: Corte histologico mostrando a lesdo bilateral da APM (setas).



A Figura 2 mostra um corte de cérebro de rato que recebeu implante de

canula guia na APM. Apenas os animais que tiveram o implante na APM

comprovado foram considerados para analise dos resultados.

FIGURA 2: Corte histologico mostrando o implante na APM (seta).



RESULTADOS

1. Efeitos da lesao eletrolitica da APM feita 24 horas antes na salivacio induzida
por pilocarpina ip.

A lesdo da APM feita 24 horas antes do experimento ndo alterou a salivacao
basal dos ratos lesados (n=11) em relacdo aos ratos com lesdo ficticia LF (n=12)
conforme os resultados: lesio APM 55,1 £ 13,4 mg/7min vs. LF 45,9 = 10,0, no
entanto produziu alterag@o significante (p<0,05), reduzindo a salivagdo induzida por
pilocarpina ip nos ratos lesados (n=11) em rela¢do aos ratos com lesdo ficticia LF
(n=12). Os resultados foram: lesio APM 340,7 + 41,1 mg/7min, vs. LF 4284 + 31,6

mg/7min (FIGURA 3).
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FIGURA 3: Secrecdo salivar basal e induzida por injecdo ip de pilocarpina
(mg/7min) em ratos que sofreram lesdo da APM 24 horas antes do experimento. Os

resultados estdo expressos como média £+ EPM. Numero de animais entre parénteses.



2. Efeitos da lesao eletrolitica da APM feita 5 dias antes na salivacio
induzida por pilocarpina ip.

A lesao da APM feita 5 dias antes do experimento ndo alterou a salivagao
basal dos ratos lesados (n=11) em relagdao aos ratos com lesdo ficticia LF (n=11)
segundo os resultados: lesaio APM 39,6 + 8,3 mg/7min vs. LF 62,3 + 18,3, no entanto
produziu alteragao significante (p<0,001), reduzindo a salivagdo induzida por
pilocarpina ip nos ratos lesados (n=11) em relacdo aos ratos com lesdo ficticia LF
(n=11). Os resultados foram: lesao APM 310,2 £+ 35,4 mg/7min, vs. LF 494,9 + 35,5

mg/7min (FIGURA 4).



RATOS COM LESAO NA APM DE 5 DIAS
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FIGURA 4: Secrecao salivar basal e induzida por inje¢do ip de pilocarpina
(mg/7min) em ratos que sofreram lesdo da APM 5 dias antes do experimento. Os

resultados estdo expressos como média = EPM. Numero de animais entre parénteses.



3. Efeitos da lesao eletrolitica da APM feita 15 dias antes na salivacido
induzida por pilocarpina ip.

A lesdo da APM feita 15 dias antes do experimento ndo alterou a salivagao
basal dos ratos lesados (n=9) em relacdo aos ratos com lesdao ficticia LF (n=7)
segundo os resultados: lesio APM 40,3 £ 6,9 mg/7min vs. LF 57,5 + 8,0, ¢ também
nao produziu alteragao significante na salivacao induzida por pilocarpina ip nos ratos
lesados (n=9) em relagao aos ratos com lesao ficticia LF (n=7). Os resultados foram:

lesaio APM 461,6 + 81,4 mg/7min, vs. LF 575,7 &+ 34,9 mg/7min (FIGURA 5).
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FIGURA S: Secrecao salivar basal e induzida por inje¢do ip de pilocarpina
(mg/7min) em ratos que sofreram lesao da APM 15 dias antes do experimento. Os

resultados estdo expressos como média =+ EPM. Numero de animais entre parénteses.



4. Efeitos da injecdo de Noradrenalina nas doses de 80 e 160 nmol/0,5pL
injetadas na APM na salivacido induzida por pilocarpina ip.

Noradrenalina na dose de 80 nmol/0,5 pL injetada na APM (n=8) ndo reverteu

a salivagdo produzida pela inje¢ao ip de pilocarpina (NOR + Pilo 356,0 £ 36,0

mg/7min vs. Salina + Pilo 475,0 = 73,0 mg/7min). Noradrenalina na dose de 160

nmol/0,5 puL injetada na APM (n=8) reduziu a salivagdo (p<0,05) produzida pela

injecdo ip de pilocarpina (NOR + Pilo 251,0 & 50,0 mg/7min vs. Salina + Pilo 468,0

+ 59,0 mg/7min) (FIGURA 6).



SALIVAGAO DE RATOS COM IMPLANTE NA APM
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FIGURA 6: Secrecao salivar (mg/7min) induzida por inje¢ao ip de pilocarpina em
ratos previamente tratados com injecdo na APM de noradrenalina (NOR; 80 e 160
nmol) ou salina. Os resultados estdo expressos como média = EPM. Numero de

animais entre parénteses.



5. Efeitos da associacio de Prazosin na dose de 160 nmol/0,SuL. e
noradrenalina na dose de 160 nmol/0,SpL. injetadas na APM na salivaciao
induzida por pilocarpina ip.

Prazosin na dose de 160 nmol/0,5uL injetada na APM (n=7) nao aboliu a
inibicao produzida pela noradrenalina (n=7) na dose de 160 nmol/0,5 uL (Prazosin +
NOR + Pilo 223,6 + 35,8 mg/7 min, vs. Salina + NOR + Pilo 256,0 = 58,5 mg/7 min)
também injetada na APM sobre a salivagao induzida por pilocarpina ip, porém
apresentou uma diferenca significativa em relacdo aos grupos controle (p<0,05)
(Prazosin + NOR + Pilo 223,6 + 35,8 mg/7 min, vs. Salina + Salina + Pilo 470,9 +
66,2 e Pilo 446,7 + 38,4 mg/7 min). O grupo que recebeu injecao de Salina + NOR +
Pilo na APM obteve uma reducdo significativa (p<0,05) em relagdo aos grupos
controle (Salina + NOR + Pilo 256,0 £ 58,5 vs. Salina + Salina + Pilo 470,9 + 66,2 ¢
Pilo 446,7 + 38,4 mg/7 min).

Os animais que receberam tratamento de Salina + Salina + Pilo (n=8)
produziram salivagdo de 470,9 + 66,2 mg/7 min. Os animais que receberam
tratamento somente com Pilo (n=8) produziram saliva¢dao de 446,7 + 38,4 mg/7min.

Nao ocorreu diferenca entre estes grupos (FIGURA 7).
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FIGURA 7: Secrecao salivar (mg/7min) induzida por inje¢do ip de pilocarpina em
ratos previamente tratados com inje¢do na APM de Prazosin (Prazosin; 160 nmol)
combinado com noradrenalina (NOR; 160 nmol) ou salina combinada com
noradrenalina (NOR; 160 nmol) ou apenas salina. Os resultados estdo expressos

como média + EPM. Numero de animais entre parénteses.



6. Efeitos da associacio de RX-821002 na dose de 80 nmol/0,SpL e
noradrenalina na dose de 160 nmol/0,SpL. injetadas na APM na salivaciao
induzida por pilocarpina ip.

RX-821002 na dose de 80 nmol/0,5uL injetada na APM (n=8) nao aboliu a
inibicao produzida pela noradrenalina (n=8) na dose de 160 nmol/0,5 uL (RX + NOR
+ Pilo 244,1 + 29,2 mg/7 min, vs. Salina + NOR + Pilo 202,3 £+ 34,8 mg/7 min)
também injetada na APM sobre a salivagao induzida por pilocarpina ip, porém
apresentou uma diferenca significativa em relacao aos grupos controle (p<0,05) (RX
+ NOR + Pilo 244,1 £ 29,2 mg/7 min, vs. Salina + Salina + Pilo 488,3 + 84,5 e Pilo
499.4 £+ 40,5 mg/7 min). O grupo que recebeu inje¢ao de Salina + NOR + Pilo na
APM obteve uma reducao significativa (p<0,001) em relagdo a um dos grupos
controle (Salina + NOR + Pilo 202,3 + 34,8 vs. Salina + Salina + Pilo 488,3 + 84,5) e
também (p<0,05) em relagdo ao outro grupo controle (Salina + NOR + Pilo 202,3 +
34,8 vs. Pilo 499.,4 + 40,5).

Os animais que receberam tratamento de Salina + Salina + Pilo (n=7)
produziram salivagdo de 470,5 + 95,1 mg/7 min. Os animais que receberam
tratamento somente com Pilo (n=7) produziram saliva¢dao de 499,4 + 40,5 mg/7min.
Nao ocorreu diferenca entre estes grupos. Nao houve diferenca na salivagao basal

destes grupos (FIGURA 8).
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FIGURA 8: Secregdo salivar (mg/7min) induzida por inje¢do ip de pilocarpina em
ratos previamente tratados com inje¢do na APM de RX-821002 (RX; 160 nmol)
combinado com noradrenalina (NOR; 160 nmol) ou salina combinada com
noradrenalina (NOR; 160 nmol) ou apenas salina. Os resultados estdo expressos

como média + EPM. Numero de animais entre parénteses.



7. Efeitos da associacio de RX-821002 na dose de 160 nmol/0,5pL e
noradrenalina na dose de 160 nmol/0,SpL. injetadas na APM na salivaciao
induzida por pilocarpina ip.

RX-821002 na dose de 160 nmol/0,5 puL injetada na APM (n=8) aboliu a
inibicao (p<0,05) produzida pela noradrenalina (n=8) na dose de 160 nmol/0,5 uL
(RX + NOR + Pilo 329,9 + 77,8 mg/7 min, vs. Salina + NOR + Pilo 148,2 + 30,3
mg/7 min) também injetada na APM sobre a salivacao induzida por pilocarpina ip. O
grupo que recebeu injecdo de Salina + NOR + Pilo na APM obteve uma reducao
significativa (p<0,001) em relagcdo aos grupos controle (Salina + NOR + Pilo 148,2 +
30,3 vs. Salina + Salina + Pilo 470,5 + 95,1 e Pilo 499,4 & 40,5).

Os animais que receberam tratamento de Salina + Salina + Pilo (n=6)
produziram salivagdo de 470,5 += 95,1 mg/7 min. Os animais que receberam
tratamento somente com Pilo (n=10) produziram salivagao de 499,4 + 40,5 mg/7min.
Nao ocorreu diferenca entre estes grupos. Nao houve diferenca na salivagao basal

destes grupos (FIGURA 9).
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FIGURA 9: Secregdo salivar (mg/7min) induzida por inje¢do ip de pilocarpina em
ratos previamente tratados com inje¢do na APM de RX-821002 (RX; 160 nmol)
combinado com noradrenalina (NOR; 160 nmol) ou salina combinada com
noradrenalina (NOR; 160 nmol) ou apenas salina. Os resultados estdo expressos

como média + EPM. Numero de animais entre parénteses.



8. Efeitos da associacio de RX-821002 na dose de 320 nmol/0,5puL e
noradrenalina na dose de 160 nmol/0,SpL. injetadas na APM na salivaciao
induzida por pilocarpina ip.

RX-821002 na dose de 320 nmol/0,5uL injetada na APM (n=12) nao reduziu
a inibi¢do produzida pela noradrenalina (n=8) na dose de 160 nmol/0,5 pL (RX +
NOR + Pilo 261,3 + 18,9 mg/7 min, vs. Salina + NOR + Pilo 320,4 = 30,2 mg/7 min)
também injetada na APM sobre a salivacao induzida por pilocarpina ip. Este mesmo
grupo obteve uma diferenca significativa quando comparado com os grupos controle
(p<0,001 e p<0,05, respectivamente) (RX + NOR + Pilo 261,3 + 18,9 mg/7min vs.
Salina + Salina + Pilo 489,6 = 60,0 mg/7min ¢ RX + NOR + Pilo 320,4 £+ 30,2
mg/7min vs. Pilo 392,4 + 35,5 mg/7min). O grupo que recebeu inje¢ao de Salina +
NOR + Pilo na APM obteve uma reducao significativa (p<0,05) em relagdao ao grupo
controle (Salina + NOR + Pilo 320,4 + 30,2 mg/7min vs. Salina + Salina + Pilo 489,6
+ 60,0 mg/7min).
Os animais que receberam tratamento de Salina + Salina + Pilo (n=12) produziram
salivacdo de 470,5 £ 95,1 mg/7 min. Os animais que receberam tratamento somente
com Pilo (n=12) produziram salivacdo de 499,4 + 40,5 mg/7min. Nao ocorreu
diferenga entre estes grupos. Nao houve diferenga na salivacdo basal destes grupos

(FIGURA 10).
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FIGURA 10: Secregao salivar (mg/7min) induzida por inje¢do ip de pilocarpina em
ratos previamente tratados com inje¢do na APM de RX-821002 (RX; 320 nmol)
combinado com noradrenalina (NOR; 160 nmol) ou salina combinada com
noradrenalina (NOR; 160 nmol) ou apenas salina. Os resultados estdo expressos

como média + EPM. Numero de animais entre parénteses.



DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram a participagdo da Area
Preoptica Medial (APM) no controle da secregdo salivar induzida pela estimulacao
colinérgica (pilocarpina ip) em ratos.

A primeira parte da pesquisa mostrou que a lesao eletrolitica da APM reduziu
a secre¢ao salivar induzida pela inje¢ao de pilocarpina ip.

Os efeitos da lesao foram avaliados 24 horas, 5 dias e 15 dias ap6s a lesdo e os
resultados mostraram que 24 horas apds a lesao da APM, houve uma redugdo na
secrecdo salivar. A mesma redugdo também foi observada no grupo de animais
experimentados 5 dias apds a lesdo. Os resultados dos experimentos feitos nos ratos
que sofreram a lesdo 15 dias antes ndo mostraram reduc¢ao na secregdo salivar
induzida por pilocarpina, porém os resultados nos mostraram uma tendéncia a
recuperagao do volume de saliva secretada.

ROSKOWSKA & FONBERG (1972) observaram que lesdes bilaterais da
AHL, em caes, produziram uma acentuada diminui¢do nas reagdes salivatérias
incondicionadas, quando comparado com o periodo pré-lesdo. KISSILEF &
EPSTEIN (1966) mostraram os efeitos da lesdo eletrolitica da AHL, em ratos, sobre a
ingestdo de agua, alimentos e secre¢do salivar. Esses autores observaram uma
reducdo significativa na secrecdo salivar basal nos primeiros dias apos a lesdo. Esses
resultados se opdem aos observados por SCHARLET e cols. (1978), que
demonstraram que a lesdo eletrolitica aguda da AHL produzia um aumento da

secrecdo salivar basal nos primeiros 3 dias ap6s a cirurgia. Passados os 3 dias,



iniciava-se uma periodo de diminuic¢ao do fluxo salivar que persistia por todo o
periodo de observacao (até o 6° dia).

KISSILEF & EPSTEIN (1969) nos mostram como resultados uma redugao
significativa da secrecao salivar nos primeiros dias apds lesdo do hipotadlamo lateral
(HL).

A recuperacdo da secregdo salivar induzida pela inje¢ao de pilocarpina ip 15
dias apos a lesdo pode também ser observada em ratos com lesdo da regido AV3V
(RENZI e cols. 1990). Foi demonstrada também esta recuperagao da funcao salivar
SCHALLERT e cols. (1978) varios dias ap6s a lesao do hipotalamo lateral (HL). No
grupo de animais que sofreu a lesdo 15 dias antes do experimento nao houve
diminui¢do na secre¢dao salivar apds a injecdo de pilocarpina ip. Nesse periodo,
provavelmente, ja estavam instalados mecanismos neurais ou glandulares
responsaveis por ajustes que puderam compensar a deficiéncia ocorrida na salivacao
dos animais lesados.

Esses dados citados e os atuais, presentes nesse trabalho sugerem a existéncia
de um mecanismo central, no caso a APM, que atua controlando a secrecao salivar.

Os resultados da segunda parte do trabalho mostraram que a injecdo de
noradrenalina na APM inibe a salivag¢do induzida pela pilocarpina ip € que a injecao
de antagonistas adrenérgicos nessa mesma area aboliu o efeito do agonista injetado

posteriormente.

A inibi¢do da salivagdo pela agdo central da noradrenalina ode envolver pelo

menos dois mecanismos eferentes distintos: a) ativa¢ao de vias inibitérias do cérebro



para as glandulas salivares; b) inibi¢do de mecanismos inibitdrios centrais que
sdao ativados pela pilocarpina para induzir a salivagdo. Apesar de a ativacdo de
mecanismos inibitorios do cérebro para as glandulas salivares poder facilmente
explicar os efeitos produzidos pela noradrenalina central na salivagao induzida por
pilocarpina ip, ndo existem evidéncias da existéncia de vias inibitorias do cérebro
para as glandulas salivares em estudos anteriores (Emmelin, 1987; Garret, 1987). A
segunda possibilidade depende da existéncia de mecanismos excitatorios no sistema
nervoso central que sdo ativados por pilocarpina injetada perifericamente. A
evidéncia para a possivel existéncia desses mecanismos centrais inibitorios da
salivagdo induzida pela pilocarpina ip ¢ o fato de lesdes na regido prosencefalica
(AV3V) (Renzi e cols., 1993) e na APM (presentes resultados) reduzem a salivagao
induzida por pilocarpina periférica. Similar redu¢do na salivagdo induzida por
pilocarpina ip é produzida pela inje¢do de noradrenalina central (Moreira e cols.,
2002 e presentes resultados) o que sugere que 0os mesmos mecanismos excitatorios
centrais retirados pelas lesdes podem ser inibidos pela inje¢do de noradrenalina na

APM.

Estudos anteriores haviam mostrado que a inje¢do icv de moxonidina
(agonista de receptores a, e imidazolicos) ou de noradrenalina produzem uma intensa
reducdo da salivagdo induzida pela pilocarpina (Moreira e cols., 2001, 2002). Os
efeitos da moxonidina na salivacdo poderiam ser devidos a uma modificagdo na
liberagdo da noradrenalina central pela ativagdo de receptores adrenérgicos. A

noradrenalina atua em receptores adrenérgicos e quando injetada na APM também



produz inibicao da salivagdo, semelhante aquela produzida pela moxonidina. A
injecdo de antagonistas adrenérgicos o, como RX 821002 ou ioimbina bloqueiam
completamente os efeitos da noradrenalina e da moxonidina injetadas icv na salivagao
induzida por pilocarpina (Takakura e cols., 2003; Moreira e cols., 2002).

Os resultados obtidos pela inje¢do na APM do antagonista adrenérgico o, RX-
821002, mostraram que a dose de 80 nmol/0,5uL ndo alterou o efeito anti-salivatorio
produzido pela inje¢do de noradrenalina também injetada na APM na salivagdo
induzida por pilocarpina ip. J& este mesmo antagonista, usado na dose de 160
nmol/0,5 pL reduziu este efeito anti-salivatorio, fazendo com que os valores da
secrecdo salivar chegassem ao dobro daquelas observadas na presenca do agonista
adrenérgico noradrenalina. O RX-821002 injetado na dose de 320 nmol/0,5 uL nao

reverteu o efeito anti-salivatorio da noradrenalina.

Foi utilizado também o antagonista adrenérgico a; Prazosin que se mostrou
ineficaz no bloqueio da inibicdo efetuada pelo agonista adrenérgico noradrenalina

também injetado na APM.

Os presentes resultados e os ja obtidos em nosso laboratdrio sobre os efeitos
de agonistas e antagonistas adrenérgicos injetados centralmente sobre a salivacao
induzida pela pilocarpina podem trazer subsidios importantes para a compreensao dos

mecanismos inibitdrios centrais envolvidos no controle da salivacao.

Os resultados mostram a lesdo da APM reduz a secre¢ao salivar induzida pela
injecdo intraperitoneal do agonista colinérgico pilocarpina em ratos, sugerindo a

participagdo desta area no controle da secre¢do salivar e que a noradrenalina injetada



na APM reduz a salivagao induzida pela pilocarpina ip e que esse efeito ¢
reduzido pelo bloqueio prévio dos receptores adrenérgicos o, da mesma area,

sugerindo a existéncia de um mecanismo adrenérgico o inibitério da salivacdo na

APM.
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