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RESUMO

A regido rostroventrolateral do bulbo (RVL) € um dos principais locais de
origem de neurbnios pré-motores simpaticos no sistema nervoso central (SNC) e tem
uma importante participacdo na geracdo e manutencido do ténus vasomotor
simpatico. A regido RVL recebe influéncias tanto excitatérias quanto inibitérias de
diferentes regides do SNC. Resultados recentes de nosso laboratorio sugerem que a
atividade de mecanismos angiotensinérgicos e colinérgicos prosencefélicos e da
regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V) é importante para a resposta
pressora produzida pela inje¢do do aminoacido excitatorio glutamato na regido RVL.
Injecbes intracerebroventriculares (icv) de carbacol (agonista colinérgico) ou
angiotensina Il (ANG IlI) causam respostas pressoras dependentes da ativacao
simpatica e secrecdo de vasopressina que séo abolidas pela lesdo da regido AV3V.
Estudos em ratos anestesiados sugerem que modificacdbes do equilibrio
hidroeletrolitico, particularmente em ratos com acesso apenas a ragao normal e NaCl
0,9% por 14 dias, resultam em aumento da atividade simpatica e da pressao arterial
apos injegcdes de glutamato na area RVL. No presente estudo, investigamos as
respostas cardiovasculares produzidas por injecdo de glutamato, acetilcolina,
angiotensina |l ou GABA na area RVL em ratos acordados apds 24 h de privagao
hidrica ou do acesso apenas a racao normal e NaCl 0,9% durante 14 dias e neste
ultimo também foram testadas as respostas a diferentes doses de glutamato (0,1; 1; 3
e 5 nmol/100 nl) injetadas na area RVL. A PAM e a FC basais dos animais com
privagdo hidrica (108 + 2 mmHg e 354 + 17 bpm, respectivamente) ou dos ratos
tratados com racao normal e NaCl 0,9% durante 14 dias (115 £ 2 mmHg e 359 + 17

bpm, respectivamente) ndo foram diferentes daquelas dos animais controles (113 + 2

mmHg e 383 + 16 bpm, respectivamente). As variagdes da PAM dos animais com 24



h de privacdo hidrica nao foram diferentes das observadas nos animais controles
apos injecao na area RVL de glutamato (5 nmol/100 nl) (51 + 3 mmHg, vs. controles:
55 + 4 mmHg), acetilcolina (10 nmol/100 nl) (22 + 9 mmHg, vs. controles: 15 + 12
mmHg), angiotensina Il (200 ng/100 nl) (41 £ 5 mmHg, vs. controles: 50 + 6 mmHg)
ou GABA (1 nmol/100 nl) (-19 £ 3 mmHg, vs. controles: -19 + 3 mmHg). Nos animais
que tiveram acesso a NaCl 0,9% por 14 dias, as alteracbes da PAM também foram
similares as dos animais controles apds injecdo na area RVL de glutamato (42 £ 7
mmHg, vs. controles: 46 + 16 mmHg), acetilcolina (31 + 3 mmHg, vs. controles: 26 +
2 mmHg), angiotensina Il (53 + 4 mmHg, vs. controles: 46 + 8 mmHg) ou GABA (-22
+ 5 mmHg, vs. controles: -17 £+ 4 mmHg). Em ratos com acesso a NaCl 0,9% por 14
dias também nao foram observadas diferencas nas alteracbes da PAM produzidas
pela injecao de glutamato na area RVL nas doses de 0,1 nmol/100 nl (11 + 1 mmHg,
vs. controles: 10 £ 4 mmHg), 1 nmol/100 nl (17 £ 6 mmHg, vs. controles: 14 + 4
mmHg), 3 nmol/100 nl (24 £ 9 mmHg, vs. controles: 43 £ 11 mmHg) ou 5 nmol/100 nl
(43 £ 6 mmHg, vs. controles: 56 + 6 mmHg). As variagdes de FC produzidas pelos
diferentes tratamentos na area RVL em ratos controles, com 24 de privagao hidrica
ou que tiveram acesso a NaCl 0,9% por 14 dias também foram semelhantes.
Diferentemente do que sugerem resultados da literatura obtidos em ratos
anestesiados, os presentes resultados sugerem que 0 acesso apenas a ragao normal
e NaCl 0,9% por 14 dias nao modifica as respostas cardiovasculares produzidas pela
injecao de diferentes doses de glutamato, acetilcolina, ANG Il ou GABA na area RVL
em ratos acordados. O mesmo é valido para ratos acordados com 24 h de privacao
hidrica.

Outro objetivo deste estudo foi Investigar as respostas cardiovasculares

produzidas pela injecdo de glutamato na area RVL em ratos acordados pré-tratados



com carbacol (agonista colinérgico) ou angiotensina Il (ANG II) injetados no ventriculo
lateral (LV). A PAM e a FC basais dos animais foram 117 + 4 mmHg e 400 = 17 bpm,
respectivamente. A resposta pressora produzida pela injecdo de glutamato (5
nmol/100 nl) na area RVL aumentou apds o pré-tratamento com carbacol (4 nmol/1
M) ou ANG 1l (50 ng/1 pl) injetados intracerebroventricularmente (icv) (59 + 3 e 68 + 5
mmHg, respectivamente) em comparagdo com as respostas controles produzidas
pela injegdo de glutamato na area RVL combinada com injegédo de veiculo icv (37 + 3

mmHg). As respostas pressoras produzidas pela injecdo de carbacol ou ANG Il icv

+

(que alcangaram o maximo de 56 + 3 e 44 + 3 mmHg, respectivamente) ja se

I+

encontravam reduzidas (9 + 2 e 6 + 3 mmHg, respectivamente) no momento da
injecao de glutamato na area RVL (20 min apds a injecao icv). Nao houve diferenca
nas modificagdes de FC que ocorreram apés a injegao de carbacol ou ANG Il no VL
ou glutamato injetado na area RVL sozinhos ou combinados. Estes resultados
sugerem que a ativagao colinérgica ou angiotensinérgica central facilita a resposta
pressora produzida pela ativagdo glutamatérgica da area RVL.

A moxonidina (agonista de receptores adrenérgicos ao/imidazélicos), usada
como anti-hipertensivo, reduz descargas simpaticas por agao central. Assim, foram
investigados os efeitos de injegbes prévias de moxonidina na area RVL sobre as
respostas cardiovasculares produzidas por inje¢cées de glutamato na mesma area. A
PAM e a FC basais dos animais foram 112 + 4 mmHg e 393 + 30 bpm,
respectivamente. A injegdo prévia de moxonidina (5 nmol/100 nl) reduziu a resposta
pressora produzida pela inje¢do de glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL (23 + 3
mmHg, vs. apos veiculo: 45 + 6 mmHg), sem modificagdes significantes da

bradicardia (-7 + 18 bpm, vs. apds veiculo: -28 + 15 bpm). Os resultados sugerem

que a ativacdo de receptores adrenérgico o, e/ou imidazolicos pela injecao de



moxonidina na area RVL atenua a resposta pressora que resulta da ativacao
simpatica produzida pela estimulacéo glutamatérgica desta area.

Por ultimo foram investigadas as respostas cardiovasculares produzidas pela
injecdo de carbacol no VL de ratos tratados com moxonidina injetada bilateralmente
na area RVL combinada ou ndo com antagonista vasopressinérgico injetado
intravenosamente (iv). A PAM e a FC basais dos animais que foram tratados com
carbacol no VL combinado ou n&do com o antagonista de AVP iv + moxonidina na
area RVL foram 118 + 3 mmHg e 404 + 12 bpm, respectivamente. As injegcoes
bilaterais de moxonidina (5 nmol/100 nl) na area RVL também nestes ratos causaram
reducdo da PAM quando comparado com o valor pré-injecdo ou aos valores
controles. Em relacao a frequéncia cardiaca foi observada reducao apds as injecoes
de moxonidina da area RVL apenas quando comparados ao controle. As inje¢des
prévias de moxonidina (5 nmol/100 nl) na area RVL reduziram a resposta pressora
inicial (2 minutos) produzida pela injecdo de carbacol (4 nmol/1 ul) no VL (21 + 4
mmHg, vs. veiculo: 40 + 2 mmHg), enquanto que mais tardiamente (de 8 a 18 min
apos a injecao de carbacol) levou a uma potenciacdo da resposta pressora do
carbacol (63 + 4 mmHg, vs. veiculo: 44 + 2 mmHg). A injecao iv prévia do antagonista
de receptores V1 de vasopressina (10 pg/kg de peso corporal) reduziu a resposta
pressora tardia (de 8 a 18 min) produzida pela injecdo de carbacol (4 nmol/1 ul) no
VL em ratos tratados com inje¢ées de moxonidina (5 nmol/100 nl) na area RVL (8’: 22
+ 3 mmHg; 10: 19 + 3 mmHg; 12": 18 + 3 mmHg; 14’: 18 + 3 mmHg; 16 14 + 3
mmHg; 18’: 12 + 3 mmHg) ou tratados com veiculo na area RVL (8: 20 + 3 mmHg;
10’: 16 £ 3 mmHg; 12’: 14 + 3 mmHg; 14’: 13 £ 3 mmHg; 16’: 12 + 3 mmHg; 18’: 12 +
3 mmHg). Nos ratos tratados com antagonista de AVP também ocorreu reducao da

resposta pressora inicial (2 minutos) nos grupos que receberam moxonidina na area



RVL (17 £ 3 mmHg) ou veiculo na area RVL (29 + 4 mmHg). N&o houve diferenca na
resposta tardia do carbacol entre ratos que receberam injecdo de veiculo ou
moxonidina na area RVL combinada com antagonista de vasopressina iv. As
modificagdes de frequéncia cardiaca que ocorreram apos a inje¢ao de carbacol no VL
combinada com moxonidina ou veiculo injetado na area RVL em ratos que receberam
ou nado antagonista de vasopressina iv foram semelhantes. O pico da resposta
pressora do carbacol injetado no VL em ratos tratados com moxonidina na area RVL
que foi maior (63 £+ 4 mmHg) do que aquele dos ratos tratados com veiculo na area
RVL (43 £ 2 mmHg), foi reduzido para valores semelhantes em ratos com bloqueio
dos receptores V¢ de vasopressina tratados com moxonidina (26 + 2 mmHg) ou
veiculo na area RVL (32 + 2 mmHg). Assim, os presentes resultados sugerem que o
aumento tardio da resposta pressora produzida por injecées de carbacol icv em ratos
tratados com moxonidina na area RVL é devido ao aumento da secrecdo de

vasopressina.



Abstract

The rostroventrolateral medulla (RVLM) is a main central area of origin of
sympathetic premotor neurons in the central nervous system (CNS) and has an
important role in the generation and maintenance of sympathetic vasomotor tone.
The RVLM receives both excitatory and inhibitory influences from different regions of
the CNS. Recent results from our laboratory suggest that the activity of forebrain
cholinergic and angiotensinergic mechanisms and anteroventral region of the third
ventricle (AV3V) is important for the pressor response produced by injection of the
excitatory amino acid glutamate in the RVLM. Intracerebroventricular (icv) injection of
carbachol (cholinergic agonist) or angiotensin Il (ANG Il) causes pressor responses
dependent on sympathetic activation and vasopressin secretion that are abolished by
lesions of the AV3V region. Studies in anesthetized rats suggested that changes in
fluid-electrolyte balance, particularly in rats with access to only normal chow and
0.9% NaCl for 14 days, increases sympathetic activity and blood pressure in
response to injections of glutamate into the RVLM. In the present study, we
investigated the cardiovascular responses produced by injection of glutamate,
acetylcholine, GABA and angiotensin Il in the RVLM in unanesthetized rats after 24 h
water deprivation or access to only normal chow and 0.9% NaCl for 14 days. In this
last protocol it was also tested the effects of different doses of glutamate (0.1, 1, 3
and 5 nmol/100 nl) injected into the RVLM. Basal mean arterial pressure (MAP) and
heart rate (HR) in rats with 24 h of water deprivation (108 £+ 2 mmHg and 354 + 17
bpm, respectively) or rats treated with normal chow and 0.9% NaCl for 14 days (115
+ 2 mmHg and 359 £ 17 bpm, respectively) were not different from those of control

animals (113 + 2 mmHg and 383 + 16 bpm, respectively). Changes in MAP of



animals with 24 h water deprivation were not different from those observed in control
animals after injection into the RVLM of glutamate (5 nmol/100 nl) (51 £ 3 mmHg, vs.
controls: 55 + 4 mmHg), acetylcholine (10 nmol/100 nl) (22 £ 9 mmHg, vs. controls:
15 £ 12 mmHg), angiotensin Il (200 ng/100 nl) (41 £ 5 mmHg, vs. controls: 50 + 6
mmHg) or GABA (1 nmol/100 nl) (-19 £ 3 mmHg, vs. controls: -19 £ 3 mmHg). In
animals that had access to 0.9% NaCl for 14 days, the changes in MAP were also
similar to control animals after injection into the RVLM of glutamate (42 £+ 7 mmHg,
vs. controls: 46 £+ 16 mmHg), acetylcholine (31 + 3 mmHg, vs. controls: 26 = 2
mmHg), angiotensin Il (53 £ 4 mmHg, vs. controls: 46 + 8 mmHg) or GABA (-22 £ 5
mmHg vs. controls: -17 £ 4 mmHg). In rats with access to 0.9% NaCl for 14 days we
did not observe differences in the changes in MAP produced by injection of
glutamate into the RVLM at doses of 0.1 nmol/100 nl (11 £ 1 mmHg, vs. controls: 10
+ 4 mmHg), 1 nmol/100 nl (17 £ 6 mmHg, vs. controls: 14 + 4 mmHg), 3 nmol/100 nl
(24 £ 9 mmHg, vs. controls: 43 £ 11 mmHg) or 5 nmol/100 nl (43 £+ 6 mmHg, vs.
controls: 56 + 6 mmHg). The HR variations produced by the different treatments in
the RVLM in control rats, rats with 24 h of water deprivation or those that had access
to 0.9% NaCl for 14 days were also similar. Unlike the results in the literature with
anesthetized rats, the present results suggest that the access to normal chow and
0.9% NaCl for 14 days does not modify the cardiovascular responses produced by
the injection of different doses of glutamate, acetylcholine, ANG Il or GABA into the
RVLM in unanesthetized rats. The same is true for unanesthetized rats with 24 h
water deprivation.

Another objective of this study was to investigate the cardiovascular
responses produced by injection of glutamate into the RVLM in awake rats pretreated

with either carbachol (cholinergic agonist) or ANG Il injected into the lateral ventricle



(LV). Basal MAP and HR of the animals were 117 £+ 4 mmHg and 400 + 17 bpm,
respectively. The pressor response produced by injection of glutamate (5 nmol/100
nl) into the RVLM increased after pretreatment with carbachol (4 nmol/1 ul) or Ang Il
(50 ng/1 pl) injected icv (59 + 3 and 68 £ 5 mmHg, respectively) compared with the
control responses produced by glutamate injection in the RVLM combined with icv
injection of vehicle (37 £+ 3 mmHg). The pressor responses produced by the injection
of carbachol or ANG Il icv (which reached a maximum of 56 + 3 and 44 + 3 mmHg,
respectively) were already reduced (9 £ 2 and 6 + 3 mmHg, respectively) at the time
of injection glutamate into the RVLM (20 min after icv injection). There was no
difference in the changes in HR that occurred after the injection of carbachol or ANG
Il into the LV or glutamate injected into the RVLM alone or combined. These results
suggest that central cholinergic or angiotensinergic activation facilitates the pressor
response produced by RVLM glutamatergic activation.

Moxonidine (a, adrenergic/imidazole receptor agonist), used as
antihypertensive, reduces sympathetic discharges by central action. Thus, we
investigated the effect of previous injection of moxonidine into the RVLM on the
cardiovascular responses produced by glutamate injection in the same area. Basal
MAP and HR of the animals were 112 + 4 mmHg and 393 + 30 bpm, respectively.
The previous injection of moxonidine (5 nmol/100 nl) into the RVLM reduced the
pressor response produced by the injection of glutamate (5 nmol/100 nl) into the
RVLM (23 + 3 mmHg, vs. after vehicle: 45 £+ 6 mmHg) without significant changes in
the bradycardic response (-7 + 18 bpm, vs. after vehicle: -28 + 15 bpm). The results
suggest that activation of a, adrenergic/imidazole receptors by the injection of
moxonidine into the RVLM attenuates the pressor response resulting from

sympathetic activation produced by glutamatergic stimulation of this area.



Finally we investigated the cardiovascular responses produced by the injection
of carbachol into the LV in rats treated with moxonidine injected bilaterally into the
RVLM combined or not with vasopressinergic antagonist (AVP) injected intravenously
(iv). Baseline MAP and HR of the animals that were treated with carbachol in the LV
combination or not with the antagonist of AVP iv + moxonidine into the RVLM were
118 £+ 3 mmHg and 404 + 12 bpm, respectively. Bilateral injections of moxonidine (5
nmol/100 nl) into the RVLM in these rats caused a reduction in MAP when compared
with the pre-injection values or controls. HR reduction was also observed after
injections of moxonidine into the RVLM when compared to control. Previous
injections of moxonidine (5 nmol/100 nl) into the RVLM reduced the initial pressor
response (2 minutes) produced by the injection of carbachol (4 nmol/1 pl) into the LV
(21 £ 4 mmHg, vs. vehicle 40 £+ 2 mmHg), whereas later (8 to 18 min after the
injection of carbachol) occurred a potentiation of the pressor response to carbachol
(63 £ 4 mmHg, vs. vehicle 44 + 2 mmHg). The prior iv injection of the vasopressin V4
receptor antagonist (10 mg/kg body weight) reduced the late pressor response (8 to
18 min) produced by the injection of carbachol (4 nmol/1 pl) in the rats treated with
LV injections of moxonidine (5 nmol/100 nl) into the RVLM (8’: 22 + 3 mmHg; 10’: 19
+ 3 mmHg; 12’: 18 + 3 mmHg; 14’: 18 £ 3 mmHg; 16": 14 + 3 mmHg; 18: 12 + 3
mmHg) or vehicle treated in RVLM (8: 20 £ 3 mmHg; 10’: 16 + 3 mmHg; 12°: 14 + 3
mmHg; 14: 13 £ 3 mmHg; 16: 12 + 3 mmHg; 18: 12 + 3 mmHg). In rats treated with
AVP antagonist the initial pressor response (2 minutes) was also reduced in the
groups receiving moxonidine in the RVLM (17 £ 3 mmHg) or vehicle in RVLM the (29
+ 4 mmHg). There was no difference in the late response to carbachol of rats
receiving injections of vehicle or moxonidine into the RVLM combined with

vasopressin antagonist iv. The HR changes that occurred after the injection of



carbachol into the LV combined with moxonidine or vehicle injected into the RVLM in
rats receiving or not vasopressin antagonist iv were similar. The peak pressor
response to carbachol injected into the LV of rats treated with moxonidine injected
into the RVLM which was higher (63 + 4 mm Hg) than that of vehicle-treated rats in
RVLM (43 + 2 mmHg) was reduced to similar values in rats with blockade of
vasopressin V4 receptor treated with moxonidine (26 £ 2 mmHg) or vehicle in RVLM
(32 + 2 mmHg). Thus, the present results suggest that the late increase in the
pressor response produced by injections of carbachol icv in rats treated with

moxonidine in RVLM is due to increased secretion of vasopressin.
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Introdugao

Embora frequentemente possam ocorrer alteragdes na pressao arterial (PA)
em diferentes condigbes fisiolégicas, a sua manutengdo dentro de determinados
limites € importante para se evitar prejuizos para sobrevivéncia ou atividade celular.
Receptores localizados em diferentes partes do sistema cardiovascular sao
responsaveis por perceberem alteracdes da pressio arterial e enviar sinais para o
sistema nervoso central (SNC) que permitem os ajustes adequados da PA. Os
principais sistemas aferentes envolvidos na regulacdo autondmica da PA sado as
aferéncias dos barorreceptores aodrticos e carotideos, os quimiorreceptores
carotideos e as aferéncias das fibras C cardiopulmonares (Guyenet, Darnall, and
Riley, 1990; Machado e cols, 1997). Esses receptores enviam informagdes que sao
conduzidas pelos nervos vago e glossofaringeo até o SNC onde fazem sua primeira
sinapse no nucleo do trato solitario (NTS).

O papel essencial do cérebro na manutencao dos valores basais da PA foi
demonstrado em 1863 apods estudos realizados por Claude Bernard e em 1873,
Dittmar mostrou que a regido ventrolateral do bulbo era necessaria para manutencao
da PA (Gebber, Barman, and Kocsis, 1990; Sved, Ito, and Yajima, 2002). A regiao
ventral do bulbo foi reconhecida como sendo controladora e provavelmente a origem
mais importante do ténus simpatico por Guertzentein and Silver (1974). Localizada
ventralmente ao nucleo ambiguo a regiao rostroventrolateral do bulbo (RVL) contém
neurdnios pré-motores simpaticos e tem sido foco de diversas pesquisas por ser
uma area muito importante para a geracdo e manutengdo do tébnus vasomotor
simpatico (Brown and Guyenet, 1984; Guertzenstein and Silver, 1974; Sun e cols,

1988). Tanto estudos anatdmicos (Blessing e cols, 1981; Ross, Ruggiero, and Reis,
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1981) quanto estudos eletrofisioldgicos (Brown and Guyenet, 1984; Morrison e cols,
1989) demonstraram que os neurbnios da regido RVL projetam-se
monossinapticamente para a regido pré-ganglionar da coluna intermédio lateral (CIL)
produzindo respostas excitatérias de neurbnios vasomotores simpaticos pré-
ganglionares (de Paula and Machado, 2000; Guyenet, Darnall, and Riley, 1990;
Willette e cols, 1983). Elevagédo na PA e aumento nas concentragdes plasmaticas de
vasopressina (ADH) e catecolaminas sdo observadas apds estimulagao elétrica da
regiao RVL (Dampney e cols, 2002; Ross e cols, 1984). Por outro lado, quando
ocorre a inibigcdo bilateral dessa area a pressao arterial € reduzida a niveis proximos
aos observados apos transecgao medular (Ross e cols, 1984), demonstrando assim
o importante papel da area RVL sobre o controle da PA.

Apesar da importancia da regido RVL na manutencdo da PA, outras areas
centrais também participam dos ajustes cardiovasculares, inclusive influenciando a
atividade das regides bulbares e da prépria regiao RVL (Guyenet, 2006; Menezes
and Fontes, 2007). Alguns estudos demonstraram existir conexdes entre as regides
bulbares envolvidas na regulacdo cardiovascular e areas localizadas nas regides
anteriores do encéfalo (Babic, Roder, and Ciriello, 2004; Hardy, 2001; Jhamandas
and Renaud, 1986; Lind, Van Hoesen, and Johnson, 1982; Ricardo and Koh, 1978;
Saper and Levisohn, 1983). Dampney e colaboradores (2000) mostraram que a area
RVL recebe influéncias tanto excitatérias quanto inibitérias, as quais exercem um
controle regulatério importante nas atividades cardiovasculares (Guyenet, Darnall,
and Riley, 1990; Lovick and Li, 1989).

Uma das areas de integragdo das fung¢des autondmicas no prosencéfalo é o
nucleo paraventricular (NPV) do hipotalamo. O NPV esta localizado bilateralmente

ao terceiro ventriculo na regido hipotalamica (Paxinos and Watson, 1986). O NPV é
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composto por neurdnios magnocelulares e parvocelulares (Swanson and Kuypers,
1980b; Swanson and Sawchenko, 1983). Os neurdnios magnocelulares projetam-se
para a hipdéfise posterior e sdo responsaveis pela secregcdo de vasopressina e
oxitocina, ja os neurbnios parvocelulares projetam-se para outras areas do SNC,
incluindo regides importantes para o controle autonémico da PA como a regidao RVL
e a CIL (Swanson and Kuypers, 1980a; Swanson and Kuypers, 1980b). Assim, o
NPV pode influenciar diretamente a atividade simpatica através de suas conexdes
com a CIL ou indiretamente através de suas proje¢cbes para a regiao RVL, a qual
também se projeta para a CIL (Badoer, 2001).

Outra area prosencefalica que tem grande importancia no controle
cardiovascular e também muito envolvida no equilibrio hidroeletrolitico € a regiao
anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V) (Menani e cols, 1990). A lesao eletrolitica
desta area atenua diversas formas de hipertensdo experimental em ratos, com
excecao da hipertensado espontanea (Brody e cols, 1984; Brody e cols, 1978; Brody
and Johnson, 1980). A estimulagdo angiotensinérgica ou colinérgica central pela
injecdo de ANG Il ou de agonistas colinérgicos, como o carbacol, no ventriculo
lateral (VL) produz respostas pressoras dependentes da ativagcdo simpatica e
secrecao de vasopressina (Lappe and Brody, 1984; Menani e cols, 1990; Xu, Ross,
and Johnson, 2001). A lesédo da regiao AV3V reduz tanto a resposta pressora como
a resposta dipsogénica produzida pela injegéo central de ANG Il e carbacol (Menani
e cols, 1990; Vieira e cols, 2006; Vieira e cols, 2007). Assim torna-se notéria a
importancia da regiao AV3V para respostas que dependem da acgédo do sistema
nervoso simpatico (Brody e cols, 1984; Brody e cols, 1978; Brody and Johnson,
1980; Lappe and Brody, 1984; Menani e cols, 1988; Menani e cols, 1990; Menani,

Bedran-de-Castro, and Krieger, 1988; Vieira e cols, 2004; Vieira e cols, 2006).
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LesBGes agudas e cronicas da regido AV3V atenuam a resposta pressora produzida
pela injecdo de glutamato ou de ANG Il na area RVL (Vieira e cols, 2006; Vieira e
cols, 2010). Esses resultados sdo parecidos com outros resultados de nosso
laboratério que mostraram que a lesao da regiao AV3V aguda ou cronica bloqueia a
resposta pressora do glutamato injetado no NTS de ratos ndo anestesiados (Lappe
and Brody, 1984; Vieira e cols, 2004). Portanto mecanismos prosencefalicos
dependentes da regido AV3V sao importantes para respostas pressoras produzidas
pela ativagdo de areas bulbares como o NTS e a area RVL. Resultados de nosso
laboratério também mostraram que o bloqueio colinérgico ou angiotensinérgico
central com injecao intracerebroventricular (icv) de atropina ou losartan reduziu a
resposta pressora produzida pela injegdo de glutamato na area RVL (Lappe and
Brody, 1984; Vieira e cols, 2006; Vieira e cols, 2007; Vieira e cols, 2010; Vieira,
Nahey, and Collister, 2010). Ou seja, parece que mecanismos colinérgicos e
angiotensinérgicos presentes no prosencéfalo e que poderiam envolver a ativagao
da regiao AV3V geram sinais facilitatorios para a resposta pressora produzida pela
ativacdo da area RVL com glutamato. Esses mecanismos quando ativados,
tornariam os neurdnios da area RVL mais excitaveis e, portanto, mais sensiveis ao
glutamato (Vieira e cols, 2007). A ANG Il ndo apenas ativando mecanismos
prosencefalicos, mas também atuando diretamente na area RVL é uma substancia
que parece facilitar a acdo do glutamato na mesma area, uma vez que o tratamento
da area RVL com losartan atenua a resposta pressora do glutamato nessa area
(Lappe and Brody, 1984; Vieira e cols, 2010; Vieira, Nahey, and Collister, 2010).
Embora mecanismos prosencefalicos possam afetar a resposta pressora do
glutamato na area RVL por interferirem diretamente na excitabilidade de neurdnios

da area RVL sensiveis ao glutamato, é preciso se considerar que as modificagdes na

28



excitabilidade de porgdes inferiores do SNC como na CIL poderiam também afetar a
ativacado simpatica e, portanto, a resposta pressora do glutamato atuando na area
RVL. E nesse caso projecoes diretas de areas prosencefalicas para a CIL como
aquelas originarias do NPV poderiam ter um papel fundamental. Ou seja, néo
apenas a regiao AV3V, mas também o NPV poderia ser parte de um circuito
prosencefalico que integraria 0os mecanismos responsaveis pela facilitacdo de
mecanismos pressores bulbares.

O glutamato é considerado um dos principais neurotransmissores excitatorios
do sistema nervoso central, particularmente envolvido com o0s mecanismos
pressores na area RVL, e recentes estudos sugerem existir possiveis interacdes
entre mecanismos colinérgicos, angiotensinérgicos e glutamatérgicos (Freeman and
Brooks, 2007; Kubo e cols, 2000; Vieira e cols, 2004; Vieira e cols, 2006; Vieira e
cols, 2007; Vieira e cols, 2010). As respostas pressoras da ANG Il ou do carbacol icv
dependem de atividade simpatica e secre¢cao de ADH (Bourque, 1998; Brooks, 1992;
Imai e cols, 1989) e, portanto, poderiam depender de areas prosencefalicas como o
NPV que pode controlar diretamente a atividade simpatica sem nenhuma
participacdo da area RVL, mas até hoje ndo ha estudos mostrando claramente o

papel de areas como o NPV ou RVL nessas respostas.

Osmolaridade e ANG Il na regulacao cardiovascular

Mesmo se demonstrado a participagdo de mecanismos colinérgicos e
angiotensinérgicos prosencefalicos na facilitacdo de respostas pressoras, uma
grande questdo ainda é quais seriam as situagdes fisiologicas em que esses
mecanismos poderiam desempenhar um papel fundamental. Seriam as situagdes de

hipovolemia em que ha aumento de atividade do sistema renina-angiotensina
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plasmatico? Situagdes de desidratacio em que ocorre hiperosmolaridade
plasmatica? Ou ambas?

E bem estabelecido na literatura que a osmolaridade dos liquidos corporais é
um critico regulador da secregédo de vasopressina e da sede (Antunes e cols, 2006;
Brooks, Qi, and O'Donaughy, 2005; Imai e cols, 1989; Toney e cols, 2003).
Atualmente novos estudos sugerem um papel semelhante na modulagao da presséo
arterial e da atividade simpatica (Brooks, Qi, and O'Donaughy, 2005; Toney e cols,
2003). Areas prosencefalicas, como o 6rgdo subfornical (OSF) e o 6rgéo vasculoso
da lamina terminal (OVLT) sao livres de barreira hematoencefalica (BHE) e por essa
razao, poderiam detectar alteragdes ibnicas que ocorrem no plasma. Essas areas
livres de BHE possuem osmorreceptores que quando ativados acionam mecanismos
colinérgicos prosencefalicos (Menani e cols, 2002; Shi, Stocker, and Toney, 2007).
Esses mecanismos levam a um aumento na atividade simpatica e nas
concentragcbes plasmaticas de ADH, resultando em elevagdo da PA (Hoffman,
Wallter, and Bulat, 1977; Imai e cols, 1989; Richard and Bourque, 1992) .

Estudos tém procurado resolver esta questdo utilizando abordagens
experimentais como a privagcdo hidrica, a injecdo endovenosa de solucdes
hiperosméticas ou tratamento cronico com solu¢ao de NaCl 0,9%, que podem levar
a aumento da osmolaridade dos fluidos corporais, aumento dos niveis plasmatico de
vasopressina e ANG Il, atividade simpatica e PA (Adams, Bardgett, and Stocker,
2009; Bealer, 2000; Brooks, Freeman, and Clow, 2004; Brooks, Freeman, and
O'Donaughy, 2004; Haibara e cols, 1995; Scrogin, McKeogh, and Brooks, 2002;
Stocker, Stricker, and Sved, 2001; Toney e cols, 2003). A ativagao neurohumoral
durante o aumento da osmolaridade parece facilitar a agcado de mensageiros neurais

produzindo diferentes mudancas na atividade simpatica para varios 6rgaos (Stocker,
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Stricker, and Sved, 2001). Além disso, sugere-se que o aumento na osmolaridade
centralmente ativaria neurénios que se originam no NPV e se projetam para a regiao
RVL, ocorrendo maior liberacdo de aminoacidos excitatérios (AAE) nesta regiao,
aumentando assim o tonus simpatico (Adams, Bardgett, and Stocker, 2009; Toney e
cols, 2003). O bloqueio nao seletivo de receptores ionotrépicos para os AAE na
regiao RVL reduziu a PA de ratos anestesiados com privagao hidrica, mas nao
alterou a PA de animais hidratados. Além disso, a resposta pressora apos inje¢cao
unilateral de doses crescentes de glutamato sdo maiores em animais desidratados
do que nos animais hidratados (Brooks, Freeman, and Clow, 2004; Brooks,
Freeman, and O'Donaughy, 2004; Freeman and Brooks, 2007). Alteracbes na
ingestdo de sal promovem modificagbes na osmolaridade dos fluidos corporais
levando a alteragdes nas respostas cardiovasculares dependentes da excitagao e/ou
inibicdo da regidao RVL (Brooks, Qi, and O'Donaughy, 2005; Ito, Gordon, and Sved,
1999). O aumento da resposta pressora central mediada por uma dieta hipersédica
ou reducado dessa resposta em decorréncia de uma dieta hipossodica sugere que
mecanismos centrais de controle da PA respondem a alteragdes na ingestdo desse
mineral na dieta. Assim, o consumo de sal associado a mudancas nas respostas
cardiovasculares pode predispor a um aumento ou redugdo da PA por interagdo
entre varios outros mecanismos que a regulam (Ito, Gordon, and Sved, 1999).

Ainda ndo esta bem estabelecido se as alteracbes ocorridas na PA apds
alteracdes na osmolaridade sdo devido ao aumento na sensibilidade da regido RVL
ou ao aumento na liberagdo de AAE nessa regido (Brooks, Freeman, and Clow,
2004; Brooks, Freeman, and O'Donaughy, 2004). A osmolaridade, através de uma
acao central, pode ser um sensivel e importante regulador do sistema nervoso

simpatico como é para a sede e para a secregcao de vasopressina (Brooks, Qi, and
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O'Donaughy, 2005). Adams, Bardgett, and Stocker (Adams, Bardgett, and Stocker,
2009) demonstraram que a ingestao crénica de solugédo isotdnica (NaCl 0,9%), apos
14 dias, altera a resposta hipertensora do glutamato e a hipotensora do GABA de
ratos anestesiados.

Embora existam estudos investigando essas questdes em animais
anestesiados, nada existe relacionado com estudo em animais ndo anestesiados. E
também os unicos mecanismos ja investigados sédo o glutamatérgico e o gabaérgico.
Diante disso, torna-se importante tentar compreender a interacido entre os
mecanismos envolvidos na regulacdo da osmolaridade e os mecanismos envolvidos
na regulacao da PA. Assim, no presente estudo foi investigado se a privagao hidrica
por 24 horas e o tratamento crénico com o oferecimento de solugao de NaCl 0,9%,
assim como aumento na atividade colinérgica ou angiotensinérgica de areas
prosencefalicas poderia influenciar as respostas pressoras produzidas pela ativagao
do RVL nao apenas com glutamato, mas também com acetilcolina ou ANG Il ou
respostas hipotensoras produzidas pela injecdo de GABA na regiao do RVL em

ratos acordados.

Mecanismos adrenérgicos no controle da pressao arterial

O estudo de Guertzenstein and Silver (1974) demonstrou que manipulagdes
(lesbes ou inibigdes) na superficie ventral do bulbo promovia grandes alteragbes na
PA basal. A partir de varios estudos envolvendo a regido ventral do bulbo, ficou
caracterizada essa regido como a area especifica responsavel pela manutengao do
tbnus simpatico vasomotor. Estudo de Ross e colaboradores (1984) utilizando
métodos imunohistoquimicos sugeriram que os neurbnios geradores da atividade

simpatica seriam adrenérgicos, uma vez que a regido onde se encontravam
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apresentava intensa imunorreatividade a feniletolamina-N-metil-tranferase (PNMT),
uma enzima responsavel pela sintese de adrenalina. Essa regido, denominada area
C1, constitui parte da regido RVL onde estao localizados os neurdnios vasomotores
simpaticos. A area C1 contém neurdnios catecolaminérgicos, mas também é capaz
de liberar o glutamato como neurotransmissor e outros neuropepetideos (Schreihofer
and Guyenet, 1997; Stornetta, McQuiston, and Guyenet, 2004). Diante disso, parece
ser bem estabelecido que esses neurbnios apresentam um papel importante no
controle da pressao arterial em ratos, mas essa importancia baseia-se em evidéncias
obtidas principalmente em animais anestesiados. Porém, mais estudos envolvendo
0s mecanismos catecolaminérgicos da area RVL no controle da PA em ratos
acordados ainda sdo necessarios.

Importantes drogas de acéo anti-hipertensiva utilizadas na clinica médica séo
agonistas adrenérgicos ay/imidazdlicos (Buccafusco e cols, 1995; Ernsberger e cols,
1993; Lappe and Brody, 1984). As drogas anti-hipertensivas de agédo central mais
usadas e estudadas sao a clonidina e a moxonidina (agonistas adrenérgicos o, e
imidazolicos). Varias evidéncias sugerem que o efeito anti-hipertensivo desses
farmacos é mediado, pelo menos em parte, pela ativacdo de receptores imidazdlicos
do tipo |1 presentes na regido do RVL, que ativados diminuiriam a atividade neuronal
desse nucleo, reduzindo a atividade eferente simpatica, e consequentemente,
reduzindo a resisténcia vascular periférica e a pressao arterial (Buccafusco e cols,
1995; Chan and Head, 1996; Ernsberger e cols, 1994; Ernsberger e cols, 1993;
Ernsberger e cols, 1987; Haxhiu e cols, 1994; Lappe and Brody, 1984). Embora uma
acao anti-hipertensiva de agonistas adrenérgicos ay/imidazélicos atuando na éarea
RVL seja um mecanismo que parece bem estabelecido pelos dados da literatura,

resultados recentes de nosso laboratério mostraram que a hipotensdo produzida
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pela injegdo de moxonidina no 4° ventriculo (4° V) é abolida apos a lesdo do NTS
comissural de ratos acordados (dados ainda nao publicados). Além disso, os
principais estudos que tentam estabelecer a area RVL como o local de acdo de
agonistas adrenérgicos ay/imidazélicos foram realizados em animais anestesiados.
Assim, é importante verificar os efeitos de injegcbes bilaterais de agonistas
adrenérgicos oap/imidazolicos na area RVL sobre a pressao arterial e também
verificar se esses tratamentos modificariam respostas pressoras como aquelas

produzidas pela estimulacao colinérgica central.
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Objetivos

Os objetivos deste estudo foram estudar em ratos nao anestesiados:

1) os efeitos da privagao hidrica ou da ingestao diariamente de solugao de
NaCl 0,9% nas respostas cardiovasculares produzidas pela injecdo de glutamato,
acetilcolina, ANG Il ou GABA na regido RVL,;

2) os efeitos do aumento da atividade angiotensinérgica ou colinérgica em
areas prosencefalicas sobre a resposta pressora do glutamato injetado na area RVL;

3) os efeitos da ativacdo de receptores adrenérgicos a2/imidazolicos na
regidao RVL sobre a resposta pressora produzida pela estimulagao glutamatérgica na

mesma area ou colinérgica central.
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Material e Métodos

1) Animais

Foram utilizados ratos Holtzman com pesos em torno de 300 gramas,
fornecidos pelo biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP. Os
ratos foram mantidos com ragdo Guabi com conteudo regular de sodio e agua.
Alguns grupos de ratos, ao invés de agua, tiveram solugado de NaCl 0,9% a vontade

durante 14 dias antes dos testes das respostas cardiovasculares.

2) Implante das canulas cerebrais

Os animais foram anestesiados com quetamina (80 mg/kg de peso corporal) +
xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho estereotaxico
(modelo Kopf 900) com dois bragos. Utilizando-se o bregma e o lambda foram
determinados os pontos de introducdo das canulas de ago inoxidavel nos cranios
dos ratos. Nesses pontos foram feitas trepanagdes do osso do créanio com uma
broca esférica. Para a area RVL, as canulas foram posicionadas 3,6 mm caudal ao
lambda, 1,8 mm lateral a linha média e 7,1 mm abaixo da dura-mater. Para o VL, as
canulas foram posicionadas 0,4 mm caudal ao bregma, 1,5 mm lateral a linha média
e 3,5 mm abaixo da dura-mater. Para fixacdo das canulas no cranio dos ratos foi
utilizada resina acrilica aderida a dois parafusos presos na calota craniana. Ao final
da cirurgia cerebral, os ratos receberam injecao intramuscular (0,2 ml/rato) de
Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte (Fort Dodge Saude Animal Ltda.) e do
analgésico/anti-inflamatoério Ketoflex (cetoprofeno 1%, 0,03 ml/rato).

Depois da cirurgia, os ratos passaram por um periodo de recuperagao de uma

semana antes dos registros de pressao arterial.
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3) Injegbes cerebrais

As drogas foram dissolvidas em solugédo salina fisiolégica estéril ou veiculo
(propilenogligol/agua 2:1) e injetadas no cérebro dos ratos utilizando-se uma seringa
Hamilton (5 ul), conectada por um tubo de polietileno PE — 10 a uma agulha injetora
introduzida no cérebro pela canula guia previamente fixada no cérebro. As agulhas
injetoras utilizadas para a area RVL e para o VL foram 2 mm mais longas do que a

céanula fixada no cérebro. O volume injetado foi de 100 nl na area RVL e 1 pl no VL.

4) Drogas utilizadas

Na regiao RVL foram injetados glutamato monossédico (0,1; 1; 3 e 5 nmol/100
nl), acetilcolina (10 nmol/100 nl), GABA (1 nmol/100 nl), ANG Il (200 nmol/100 nl) e
moxonidina (5 nmol/100 nl), enquanto no VL foram injetados carbacol (4 nmol/1 pl) e
angiotensina Il (50 ng/1 pl). Foi feita também injecdo de veiculo nas areas centrais
como controle. Para dissolver as drogas foi utilizada salina estéril ou
propilenoglicol/agua 2:1. Foram injetadas também drogas iv como o antagonista de
receptores vasopressinérgicos V1 ([B-mercapto- B B —ciclopentametilenopropionil1, O-
metil-tyr2, arg8] — vasopressina], Composto de Mannig) (10 pg/kg de peso corporal) e
vasopressina (12,5 ng/rato) para testar o bloqueio dos receptores. O cloridrato de
fenilefrina (5 ng/kg de peso corporal), nitroprussiato de sédio (30 ug/kg de peso
corporal), cianeto de potassio (KCN, 40 ug/0,1 ml/rato) e fenilbiguanida (40 pg/kg de

peso corporal) foram injetados iv para testar os reflexos cardiovasculares.

5) Medida da pressao arterial e frequéncia cardiaca
A pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram registradas

em ratos acordados submetidos a canulagao prévia (24 horas antes do registro) da
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artéria femoral com um tubo de polietileno PE 10, o qual estava conectado com um
tubo de polietiieno PE 50 que, conduzido subcutaneamente, foi exteriorizado no
dorso do animal. Também foi implantada na veia femoral e exteriorizada pelo dorso
do animal uma cénula de polietileno PE 10 conectada a PE 50 para administracao iv
de drogas. A canula implantada na artéria foi conectada a um transdutor de pressao
(Stathan P 23 Db) conectado a um amplificador (ETH-200, CB Sciences) acoplado a

um sistema computadorizado de registro (Mac Lab/Power Lab).

6) Histologia cerebral

Apds a realizagcdo dos experimentos, os ratos foram profundamente
anestesiados com tiopental sédico (70 mg/kg de peso corporal) e submetidos a uma
perfusao cerebral por meio de inje¢gao no coragédo de solugao salina tamponada (50
ml) seguida de perfusdo com solugdo de formalina a 10% (50 ml). A seguir, os
cérebros foram retirados e fixados em formalina 10% por alguns dias. Cortes
transversais (60 um de espessura) nos pontos de injegdo foram feitos com auxilio de
um micrétomo de congelamento (Leica). Os cortes histolégicos foram montados em
laminas, corados pelo método de Giemsa e analisados para se localizar os pontos
das inje¢cdes no VL e na area RVL.

Os animais com inje¢cdes no RVL ou fora do RVL (grupo controle com
injecdes negativas) foram analisados separadamente, para se confirmar que os
efeitos obtidos com inje¢des no RVL séo devidos exclusivamente a agao das

drogas no RVL.
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7) Analise dos resultados

Os dados foram tabelados e representados em graficos como média + erro
padrdo da média. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Sigma
Stat 3.5 (Jandel Corporation, Point Richmond, CA). Teste de t-Student foi utilizado
para comparacao entre as meédias (experimentos 1, 2, 3, 4, 5 e 6) ou ANOVA de uma
via (efeito da moxonidina na pressao arterial basal) ou duas vias (experimentos 7 e 8)

para comparacgao inter e intragrupos. O indice de significancia foi fixado em p < 0,05.
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Experimentos realizados

1) Respostas cardiovasculares produzidas por injecées de glutamato,
acetilcolina, ANG Il ou GABA na area RVL em ratos com 24 h de privagdo
hidrica.

A PAM e FC foram registradas em ratos com canulas implantadas na éarea
RVL mantidos em condig¢ao controle ou 24 h de privacao hidrica. Apds 20 minutos de
registro da PAM e FC basais, os ratos receberam injecdes de salina (100 nl),
glutamato (5 nmol/100 nl), GABA (1 nmol/100 nl), acetilcolina (10 nmol) e ANGII (200
ng/100 nl) na regido RVL com um intervalo de 15 min entre cada injecdo. Apos 20
min da ultima injecdo na area RVL, foram avaliados barorreflexo, quimiorreflexo e
reflexo cardiopulmonar injetando-se iv fenilefrina (5 pg/kg), nitroprussiato de soédio

(30 pg/kg), cianeto de potassio (KCN, 40 ug/rato) e fenilbiguanida (50 ug/kg).

registro da PAP, PAM e FC
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v
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veia e artéria (1 nmol/100 nl) (200 ng/100 nl)
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retirada da Glu Acetilcolina
bureta de (5 nmol/ 100 nl) (10 nmol/100 nl)
agua.
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2) Respostas cardiovasculares produzidas por inje¢cées de glutamato,
acetilcolina, ANG Il ou GABA na area RVL em ratos que ingeriram diariamente
salina 0,9% durante 14 dias.

A PAM e FC foram registradas em ratos com cénulas implantadas na area
RVL mantidos em condi¢ao controle ou com NaCl 0,9% disponivel para ingestdo ao
invés de agua por 14 dias. Apds 20 minutos de registro da PAM e FC basais, os ratos
receberam injegdes de salina (100 nl), glutamato (5 nmol/100 nl), GABA (1 nmol/100
nl), acetilcolina (10 nmol) e ANGII (200 ng/100 nl) na regido RVL com um intervalo de
15 min entre cada injecdo. Apdés 20 min da ultima injecdo na area RVL, foram
avaliados barorreflexo, quimiorreflexo e reflexo cardiopulmonar injetando-se iv
fenilefrina (5 ug/kg), nitroprussiato de sodio (30 pg/kg), KCN (40 pjg/rato) e

fenilbiguanida (40 ug/kg).

registro da PAP, PAM e FC
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3) Respostas cardiovasculares produzidas por inje¢oes de glutamato em
diferentes concentragcées na area RVL em ratos tratados com salina 0,9%
durante 14 dias

A PAM e FC foram registradas em ratos com canulas implantadas na area
RVL mantidos em condi¢ao controle ou com NaCl 0,9% disponivel para ingestdo ao
invés de agua por 14 dias. Apds 20 minutos de registro da PAM e FC basais, os ratos
receberam injegdes de salina (100 nl) e glutamato em diferentes concentragdes (0,1;
1; 3 € 5 nmol/100 nl) na regido RVL com um intervalo de 15 min entre cada injecéo.
Apés 20 min da dultima injecdo na area RVL, foram avaliados barorreflexo,
quimiorreflexo e reflexo cardiopulmonar injetando-se iv fenilefrina (5 pg/kg),

nitroprussiato de sédio (30 pg/kg), KCN (40 pg/rato) e fenilbiguanida (40 ug/kg).

registro da PAP, PAM e FC
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4) Respostas cardiovasculares produzidas por injecées de glutamato na area
RVL combinadas com salina ou carbacol injetados
intracerebroventricularmente.

A PAM e FC foram registradas em ratos com canulas implantadas na area
RVL e VL mantidos em condigéo controle. Apds 20 minutos de registro da PAM e FC
basais, os ratos receberam injecdo de salina (1 pl) ou carbacol (4 nmol/1 ul) no VL.
Apébs 20 dainjegao no VL, glutamato (5 nmol/100 nl) foi injetado na regidao RVL. Apds
20 min da injegao na area RVL, foram avaliados barorreflexo, quimiorreflexo e reflexo
cardiopulmonar injetando-se iv fenilefrina (5 pg/kg), nitroprussiato de soédio (30
Mg/kg), KCN (40 pg/rato) e fenilbiguanida (40 ug/kg). Os mesmos animais foram
testados com injecédo de salina e glutamato na area RVL com um intervalo de 24 h

entre os testes, feitos de forma contrabalanceada.

Registro da PAP, PAM e FC
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5) Respostas cardiovasculares produzidas por inje¢ées de glutamato na drea
RVL combinados com salina ou ANG Il injetados intracerebroventricularmente.
A PAM e FC foram registradas em ratos com canulas implantadas na area
RVL e VL mantidos em condigéo controle. Apds 20 minutos de registro da PAM e FC
basais, os ratos receberam inje¢des de salina (1ul) ou ANG Il (50 ng/1 ul) no VL.
Apds 20 dainjegao no VL, glutamato (5 nmol/100 nl) foi injetado na regidao RVL. Apds
20 min da injec&o na area RVL, foram avaliados barorreflexo, quimiorreflexo e reflexo
cardiopulmonar injetando-se iv fenilefrina (5 pg/kg), nitroprussiato de sédio (30
Mg/kg), KCN (40 pg/rato) e fenilbiguanida (40 ug/kg). Os mesmos animais foram
testados com injecédo de salina e glutamato na area RVL com um intervalo de 24 h

entre os testes, feitos de forma contrabalanceada.

Registro da PAP, PAM e FC
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6) Efeitos de inje¢ées de moxonidina na area RVL sobre a resposta pressora
produzida pela inje¢cao de glutamato na mesma area.

Em ratos com canulas implantadas bilateralmente na area RVL, apds um
periodo de 20 minutos de registro da PAM e FC basais foram injetados veiculo (100
nl) ou moxonidina (5 nmol/100 nl) bilateralmente na area RVL. Apdés 15 minutos foi
injetado glutamato (5 nmol/100 nl) na mesma area. Os mesmos animais foram
testados com injegdo de veiculo e moxonidina na area RVL com um intervalo de 24 h

entre os testes, feitos de forma contrabalanceada.

Registro da PAP, PAM e FC

- »
- -

-7 dias -1 dia 0’ 20’ 35’ 60’

M
1

Canulagao b
= da artéria e - -
veia Veiculo (100 n) Gl
Implante de ou u
anul . (5 nmol/ 100 nl)
canula Moxonidina RVL
RVL (5 nmol/ 100 nl)
RVL

45



7) Efeitos de inje¢cbées bilaterais de moxonidina na area RVL sobre a resposta
pressora produzida pela inje¢cao de carbacol no VL.

Em ratos com canulas implantadas simultaneamente no VL e bilateralmente na
area RVL, ap6s um periodo de 20 minutos de registro da PAM e FC basais foram
injetadas veiculo (100 nl) ou moxonidina (5 nmol/100 nl) bilateralmente na area RVL.
Apd6s 15 minutos foi injetado carbacol (4 nmol/1 pl) no VL. Vinte minutos apds a
injecdo de carbacol, barorreflexo, quimiorreflexo e reflexo cardiopulmonar foram
testados injetando-se iv fenilefrina (5 pug/kg), nitroprussiato de sédio (30 ug/kg), KCN
(40 pg/rato) e fenilbiguanida (40 ug/kg). Os mesmos animais foram testados com
injecdo de veiculo e moxonidina na area RVL com um intervalo de 24 h entre os

testes, feitos de forma contrabalanceada.

Registro da PAP, PAM e FC
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8) Efeitos de inje¢coes bilaterais de moxonidina na area RVL sobre a resposta
pressora produzida pela injecao de carbacol no VL apés injegcao iv de
antagonista de vasopressina.

Em ratos com canulas implantadas simultaneamente no VL e bilateralmente na
area RVL, ap6s um periodo de 20 minutos de registro da PAM e FC basais foi
injetada vasopressina (12,5 ng/rato) iv. Apés 10 minutos foi injetado antagonista de
receptores vasopressinérgicos V4 (10 pg/kg de peso corporal) ou salina iv e apos
mais 10 min foi injetado veiculo (100 nl) ou moxonidina (5 nmol/100 nl) bilateralmente
na area RVL. Vinte minutos depois foi feita nova injecao de vasopressina para testar
a eficiéncia do bloqueio dos receptores vasopressinérgicos e 10 min depois foi
injetado carbacol (4 nmol/1 ul) no VL. Vinte minutos apds a injecdo de carbacol,
barorreflexo, quimiorreflexo e reflexo cardiopulmonar foram testados injetando-se iv
fenilefrina (5 ng/kg), nitroprussiato de sédio (30 pg/kg), KCN (40 pg/rato) e
fenilbiguanida (40 pg/kg). Para os testes foram usados 2 grupos de animais, um que
recebeu salina iv e outro que recebeu antagonista de vasopressina iv. Injecédo de
veiculo e moxonidina na area RVL foi feita nos mesmos animais com um intervalo de
24 h entre os testes, feitos de forma contrabalanceada.
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RESULTADOS

1) Respostas cardiovasculares produzidas por injecées de glutamato,
acetilcolina, ANG Il ou GABA na area RVL em ratos com 24 h de privagdo

hidrica.

1.1) Alteragbes da PAM e FC produzidas pelas inje¢bes na area RVL

Os valores basais da PAM e FC dos animais com 24 h de privagao hidrica
(108 £ 2 mmHg e 354 + 17 bpm, respectivamente) ndo foram diferentes dos
observados nos animais controles (108 + 3 mmHg e 374 + 7 bpm, respectivamente).

As variagcoes da PAM (Figura 1A) dos animais com 24 h de privagao hidrica
nao foram diferentes das observadas nos animais controles apds as inje¢cdes na
regiao RVL de glutamato (5 nmol/100 nl) (51 £ 3 mmHg, vs. controles: 55 + 4
mmHg), GABA (1 nmol/100 nl) (-19 £ 3 mmHg, vs. controles: -19 + 3 mmHg),
acetilcolina (10 nmol/100 nl) (22 + 9 mmHg, vs. controles: 27 + 4 mmHg) ou ANG I
(200 ng/100 nl) (41 + 5 mmHg, vs. controles: 50 + 6 mmHg).

As variagdes na FC (Figura 1B) dos animais com 24 h de privacéo hidrica
também nao foram diferentes das observadas nos animais controles apds as
injegdes na area RVL de glutamato (-49 £ 27 mmHg, vs. controles: -72 £ 28 mmHg),
GABA (20 £ 9 mmHg, vs. controles: 26 + 9 mmHg), acetilcolina (18 + 15 mmHg, vs.

controles: 14 + 23 mmHg) ou ANG Il (8 £ 9 mmHg, vs. controles: -20 £+ 9 mmHg).
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Figura 1: Alteracbes (A) da pressao arterial média (APAM) e (B) da frequéncia
cardiaca (AFC) produzidas pelas injecbes de glutamato (5 nmol/100 nl), GABA (1
nmol/100 nl), acetilcolina (10 nmol/100 nl) e ANG Il (200 ng/100 nl) na area RVL em

ratos acordados controles ou com 24 h de privagdo hidrica. Os resultados estao

expressos como meédias + EPM. n = numero de animais.
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1.2) Respostas reflexas cardiovasculares dos ratos com 24 h de privagao hidrica que
receberam inje¢cdes na area RVL

Nos testes reflexos as variagcbes da PAM (Tabela 1) dos animais com 24 h de
privagao hidrica ndo foram diferentes das observadas nos animais controles apés a
administracéo iv de fenilefrina (5 pg/kg de peso corporal) (51 + 4 mmHg, vs.
controles: 43 + 3 mmHg), nitroprussiato de sodio (30 pug/kg de peso corporal) (-42 +
2 mmHg, vs. controles: -36 + 3 mmHg), fenilbiguanida (40 ug/kg de peso corporal) (-
69 £ 7 mmHg, vs. controles: -68 + 7 mmHg) ou KCN (40 ug/rato) (50 + 12 mmHg, vs.
controles: 37 £ 7 mmHg).

As variagdes na FC (Tabela 1) dos animais com 24 h de privagao hidrica
também nao foram diferentes das observadas nos animais controles apds a
administracdo iv de fenilefrina (-78 + 23 mmHg, vs. controles: -54 + 9 mmHgQ),
nitroprussiato de soédio (102 + 16 mmHg, vs. controles: 106 + 9 mmHg),
fenilbiguanida (-309 + 14 mmHg, vs. controles: -312 £ 10 mmHg) ou KCN (-166 + 56

mmHg, vs. controles: -122 + 54 mmHg).
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Tabela 1: Alteragdes da PAM e FC produzidas pelas injecbes iv de fenilefrina,
nitroprussiato de sodio, fenilbiguanida ou KCN em ratos controles e com 24 h de

privagao hidrica.

Alteracdes da PAM (mmHg) Alteracdes da FC (bpm)
Fenil NPS PBG KCN Fenil NPS PBG KCN
Controle 43+3 -36+3 -68x7 377 64+9 106+9 -312+10 -122+54
Privado 51+4 -42+2 -69+7 50x12 -78+23 102+16 -309+14 -166=*56

Os resultados estao apresentados como média + EPM. Fenilefrina (fenil, 5 ug/kg de
peso corporal), nitroprussiato de sédio (NPS, 30 ug/kg de peso corporal),
fenilbiguanida (PBG, 40 ng/kg de peso corporal), cianeto de potassio (KCN, 40

ug/rato). n = 11 animais por grupo

2) Respostas cardiovasculares produzidas por inje¢cées de glutamato,
acetilcolina, ANG Il ou GABA na area RVL de ratos ndo anestesiados mantidos

com ragao normal e agua ou NaCl 0,9% por 14 dias.

2.1) Alteragbes da PAM e FC produzidas pelas injegcbes na area RVL e ingestdo
diaria

Os valores basais da PAM e FC dos animais que tiveram acesso a NaCl 0,9%
(115 £+ 2 mmHg e 359 + 15 bpm, respectivamente) ndo foram diferentes dos
observados nos animais controles que tiveram acesso a agua (113 + 2 mmHg e 383
+ 16 bpm, respectivamente).

As variacbes da PAM dos animais que foram mantidos racdo normal e NacCl

0,9% por 14 dias nao foram diferentes das observadas nos animais mantidos com
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ragdo normal e agua (controles) apdés a injegao na regidao RVL de glutamato (5
nmol/100 nl) (46 £ 16 mmHg, vs. controles: 41 + 7 mmHg), GABA (1 nmol/100 nl) (-17
+ 4 mmHg, vs. controles: -22 + 5 mmHg), acetilcolina (10 nmol/100 nl) (26 + 2 mmHg,
vs. controles: 31 £ 3 mmHg) ou ANG Il (200 ng/100 nl) (46 £+ 8 mmHg, vs. controles:
53 + 4 mmHg) (Figura 2A).

As variagdes na FC também nao foram diferentes entre os dois grupos apos
injecdes na area RVL de glutamato (-24 + 35 bpm, vs. controles: -37 + 23 bpm),
GABA (11 + 15 bpm, vs. controles: 10 + 6 bpm), acetilcolina (12 + 7 bpm, vs.
controles: 5 + 27 bpm) ou ANG Il (-22 + 13 bpm, vs. controles: -6 + 9 bpm) (Figura
2B).

A ingestdo diaria de NaCl 0,9% (56 + 2 ml/dia) dos animais mantidos com
ragao normal e NaCl 0,9% foi maior do que a ingestao de agua (32 £ 1 ml/dia) dos
animais mantidos com ragdao normal e agua (controles) (t = 105; p < 0,001) (Figura

2C).
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Figura 2: Alteragdes (A) da PAM (APAM) e (B) da FC (AFC) produzidas pela injecéo
de glutamato (5 nmol/100 nl), GABA (1 nmol/100 nl), acetilcolina (10 nmol/100 nl) ou
ANG Il (200 ng/100 nl) na area RVL em ratos acordados que foram mantidos com
ragao normal e agua ou NaCl 0,9% durante 14 dias. (C) Ingestao diaria de liquidos
dos ratos que tiveram acesso a ragao normal e agua ou NaCl 0,9% durante 14 dias.

Os resultados estao expressos como médias + EPM. n = niUmero de animais.
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2.2) Respostas reflexas cardiovasculares dos ratos mantidos com ragéo e NaCl 0,9%

As variagdes da PAM dos animais mantidos com racao e NaCl 0,9% n&o foram
diferentes das observadas nos animais mantidos com ragao e agua (controles) apos
a administragdo iv de fenilefrina (5 ng/kg de peso corporal) (37 £ 6 mmHg, vs.
controles: 41 + 6 mmHg), nitroprussiato de sodio (30 ug/kg de peso corporal) (-47 £ 3
mmHg, vs. controles: -35 + 4 mmHg), fenilbiguanida (40 pug/kg de peso corporal) (-69
+ 4 mmHg, vs. controles: -69 + 11 mmHg) ou KCN (40 pg/rato) (15 £ 2 mmHg, vs.
controles: 16 £ 1 mmHg) (Tabela 2). Também nao houve diferencas nas variagcdes da
FC entre os animais mantidos com racao e NaCl 0,9% e os animais mantidos com
ragado e agua (controles) apds a administracédo iv de fenilefrina (-41 = 14 bpm, vs.
controles: -126 + 67 bpm), nitroprussiato de sodio (79 + 51 bpm, vs. controles: 84 +
15 bpm), fenilbiguanida (-332 + 18 bpm, vs. controles: -355 + 8 bpm) ou KCN (-31 + 4

bpm, vs. controles: -33 + 6 bpm) (Tabela 2).
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Tabela 2: Alteracbes da PAM e FC produzidas pelas injecées iv de fenilefrina,
nitroprussiato de sddio, fenilbiguanida ou cianeto de potassio em ratos mantidos com

ragao normal e agua ou NaCl 0,9% por 14 dias.

Alteracbes da PAM (mmHq) Alteracées da FC (bpm)
Fenil NPS PBG KCN Fenil NPS PBG KCN
Ragdo + agua 41+6 -35+4 -69+11 16+1 -126 +67 84+15 -355+8 -33+6
Racdo+NaCl0,9% 37+6 -47+3 -69+4 1512 -41+14 79+51 -332+18 -31%4

Os resultados estdo expressos como média = EPM. Fenil (fenilefrina, 5 ng/kg de peso
corporal), NPS (nitroprussiato de sdédio, 30 ug/kg de peso corporal), PBG
(fenilbiguanida, 40 ug/kg de peso corporal), KCN (cianeto de potassio, 40 ug/rato). n

= 5 animais/grupo.

3) Respostas cardiovasculares produzidas por inje¢coées de diferentes doses de
glutamato na area RVL em ratos mantidos com ragdo normal e agua ou NaCl

0,9% por 14 dias

3.1) Alteragbes da PAM e FC produzidas pelas injegbes na area RVL e ingestdo
diaria

Os valores basais da PAM e FC dos animais mantidos com ragao e NaCl 0,9%
(109 + 4 mmHg e 370 + 11 bpm, respectivamente) ndo foram diferentes dos
observados nos animais mantidos com ragao e agua (controles) (111 + 3 mmHg e
370 £+ 15 bpm, respectivamente).

As variagbes da PAM dos animais mantidos com ragao normal e NaCl 0,9%
por 14 dias nao foram diferentes das observadas nos animais mantidos com racao

normal e dgua apoés a injecado na regiao RVL de glutamato (0,1 nmol/100 nl) (11 £ 1
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mmHg, vs. controles: 10 + 4 mmHg), glutamato (1 nmol/100 nl) (17 £ 6 mmHg, vs.
controles: 14 + 4 mmHg), glutamato (3 nmol/100 nl) (24 + 9 mmHg, vs. controles: 43 +
11 mmHg) e glutamato (5 nmol/100 nl) (43 £ 6 mmHg, vs. controles: 56 + 6 mmHg)
(Figura 3A).

As variagdes na FC também nao foram diferentes entre os animais mantidos
com ragao normal e NaCl 0,9% e os animais mantidos com ragdo normal e agua
apos as injegdes de glutamato (0,1 nmol/100 nl) (10 £ 7 bpm, vs. controles: -14 + 11
bpm), glutamato (1 nmol/100 nl) (8 £ 9 bpm, vs. controles: -6 + 19 bpm), glutamato (3
nmol/100 nl) (23 + 10 bpm, vs. controles: -10 + 22 bpm) e glutamato (5 nmol/100 nl)
(5 + 19 bpm, vs. controles: -38 + 14 bpm) (Figura 3B).

A ingestdo diaria de NaCl 0,9% (47 £ 2 ml/dia) dos animais mantidos com
ragao normal e NaCl 0,9% foi maior do que a ingestdo de agua (31 £ 1 ml/dia) dos
animais mantidos com ragao normal e agua (controles) (t = 118; p < 0,001) (Figura

3C).
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Figura 3: Alteragbes (A) da PAM (APAM) e (B) da FC (AFC) produzidas pelas
injegcbes de glutamato (0,1; 1; 3 e 5 nmol/100 nl) na area RVL em ratos acordados
que foram mantidos com ragdo normal e agua ou NaCl 0,9% durante 14 dias. (C)
Ingestdo diaria de liquidos dos ratos que tiveram acesso a racdo normal e agua ou

NaCl 0,9% durante 14 dias. Os resultados estdo expressos como médias + EPM. n =

numero de animais.
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3.2) Repostas reflexas cardiovasculares dos ratos mantidos com ragdo e NaCl 0,9%
que receberam diferentes doses de glutamato na area RVL

Também neste caso, as variagbes da PAM dos animais mantidos com ragéo e
NaCl 0,9% nao foram diferentes das observadas nos animais mantidos com racao e
agua (controles) apés a administragao iv de fenilefrina (5 png/kg de peso corporal) (44
+ 6 mmHg, vs. controles: 36 + 6 mmHg), nitroprussiato de sddio (30 pug/kg de peso
corporal) (-32 £ 2 mmHg, vs. controles: -30 + 5 mmHg), fenilbiguanida (40 ug/kg de
peso corporal) (-76 + 11 mmHg, vs. controles: -105 + 3 mmHg) ou KCN (40 nug/rato)
(49 £ 9 mmHg, vs. controles: 54 + 6 mmHg) (Tabela 4). As variagdes na FC também
nao foram diferentes apds a administracao de fenilefrina (-46 + 14 bpm, vs. controles:
-39 + 30 bpm), nitroprussiato de sodio (91 + 8 bpm, vs. controles: 107 + 8 bpm),
fenilbiguanida (-329 + 14 bpm, vs. controles: -273 + 9 bpm) ou cianeto de potassio (-

53 + 57 bpm, vs. controles: -70 + 21 bpm) (Tabela 3).
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Tabela 3: Alteracbes da PAM e FC produzidas pelas injecoes iv de fenilefrina,
nitroprussiato de sddio, fenilbiguanida ou cianeto de potassio em ratos mantidos com

ragao normal e agua ou NaCl 0,9% por 14 dias

Alteracdes da PAM (mmHg) Alteracdes da FC (bpm)
Fenil NPS PBG KCN Fenil NPS PBG KCN
Racao + agua 36+6 -30+5 -105+3 54+6 -39+30 107+8 -273+£9 -70x21
Racdo+NaCl0,9% 44+6 -32+2 -76+11 49+9 -46+14 91+8 -329+14 -53+57

Os resultados estdo expressos como média + EPM. Fenil (fenilefrina, 5 ng/kg de peso
corporal), NPS (nitroprussiato de sdédio, 30 ug/kg de peso corporal), PBG
(fenilbiguanida , 40 ug/kg de peso corporal), KCN (cianeto de potassio, 40 ug/0,1

ml/rato). n =5 animais/grupo.

4) Alteragées na PAM e FC em animais que receberam injegcées de glutamato
na drea RVL combinadas com salina ou carbacol injetados

intracerebroventricularmente

4.1) Alteragées da PAM e FC produzidas pelas inje¢coes centrais

A PAM e a FC basais dos animais foram 117 + 4 mmHg e 400 + 17 bpm,
respectivamente.

A resposta pressora produzida pela injecdo unilateral de glutamato (5
nmol/100 nl) na area RVL aumentou apds a injecdo intracerebroventricular de
carbacol (4 nmol/ 1 pl) (59 £ 3 mmHg, vs. controle: 37 + 3 mmHg) (t = -5; p < 0,001)
(Figura 4A), sem modificagdes significantes na frequéncia cardiaca (6 + 12 bpm, vs.

controle antes do carbacol: -26 + 11 bpm) (Figura 4B). O carbacol (4 nmol/ 1 pl)
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injetado intracerebroventricular produziu resposta pressora de 56 + 3 mmHg 10
minutos apos a inje¢ao no VL. Quando glutamato injetado na area RVL foi combinado
com carbacol intracerebroventricularmente, a PAM e FC dos animais imediatamente
antes da injecdo de glutamato foram 133 + 3 mmHg e 358 + 20 bpm,

respectivamente.
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Figura 4: Alteragbes (A) da pressado arterial média (APAM) e (B) da frequéncia
cardiaca (AFC) produzidas pela injegdo glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL
combinado com injegdes de salina ou carbacol (4 nmol/1 pl) injetados

intracerebroventricularmente em ratos acordados. Os resultados estdo expressos

como médias + EPM. n = ndmero de animais.
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Figura 5: Registros representativos tipicos da pressao arterial pulsatil (PAP), pressao
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) antes e apds a injegdo de glutamato
(5 nmol/100 nl) na area RVL em ratos acordados que receberam injecao

intracerebroventricular de salina ou carbacol (4 nmol/ 1 ul) no VL.
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4.2) Respostas reflexas cardiovasculares dos animais que receberam injegcbes de

glutamato na area RVL combinadas com carbacol intracerebroventricularmente

As variagcbes da PAM dos animais que receberam injecdo de carbacol
intracerebroventricular ndo foram diferentes das observadas nos animais que
receberam salina na mesma regiao (controles) apds a administragéo iv de fenilefrina
(5 ug/kg de peso corporal) (40 + 4 mmHg, vs. controles: 50 + 5 mmHg), nitroprussiato
de sédio (30 ug/kg de peso corporal) (-56 + 2 mmHg, vs. controles: -50 + 5 mmHg),
fenilbiguanida (40 ug/kg de peso corporal) (-81 £+ 9 mmHg, vs. controles: -71 + 6
mmHg) ou KCN (40 pg/rato) (34 + 5 mmHg, vs. controles: 44 + 6 mmHg) (Tabela 6).
Também nao houve diferengas nas variacdes na FC entre os animais que receberam
injecdes intracerebroventriculares de carbacol ou salina (controles) apds a
administracdo iv de fenilefrina (-60 + 11 bpm, vs. controles: -81 + 13 bpm),
nitroprussiato de sodio (110 + 8 bpm, vs. controles: 92 + 8 bpm), fenilbiguanida (-301
+ 13 bpm, vs. controles: -328 + 22 bpm) ou cianeto de potassio (-98 + 14 bpm, vs.

controles: -116 + 26 bpm) (Tabela 4).
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Tabela 4: Alteragbes da PAM e FC induzidas pelas injecbes iv de fenilefrina,
nitroprussiato de soédio, fenilbiguanida ou cianeto de potassio apds injecdes
intracerebroventriculares de salina ou carbacol combinado com inje¢cdo de glutamato

na area RVL.

Alteracdes da PAM (mmHg) Alteracdes da FC (bpm)

Fenil NPS PBG KCN Fenil NPS PBG KCN

Salina + Glutamato 50+5 -50+5 -71+6 44+6 -81+13 92+8 -328+22 -116+26

Carbacol + Glutamato 40+4 -56+2 -81+9 34+5 -60+11 110+8 -301+13 -98+14

Os resultados estdo expressos como média = EPM. Fenil (fenilefrina, 5 ng/kg
de peso corporal), NPS (nitroprussiato de sédio, 30 ug/kg de peso corporal), PBG
(fenilbiguanida, 40 pg/kg de peso corporal), KCN (cianeto de potassio, 40 pg/rato). n

= 8 animais/grupo.

4.3) Alteracbées da PAM e FC produzidas pelas injecbes de glutamato fora da area
RVL combinado com inje¢bes de salina ou carbacol no VL

Nao houve diferenga na resposta pressora produzida pela injecdo de
glutamato (5 nmol/100 nl) fora da area RVL apés injecao prévia de carbacol (4 nmol/1
pl) no VL (5 + 0,5 mmHg) comparado com a resposta de glutamato injetado fora da
area RVL apods injecdes de salina no VL (4 + 1 mmHg). Também n&o houve diferenca
nas variagdes da FC em resposta a injecdes de glutamato fora da area RVL apos
injecdes de carbacol ou salina no VL (-4 + 12 bpm, vs. apés veiculo: -30 + 15 bpm)
(Tabela 5). Em nenhum dos animais que receberam inje¢cdes na area RVL ocorreu

injecao fora do VL.
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Tabela 5: Alteracbes da PAM e FC produzidas pelas injegcdes de glutamato fora da

area RVL apos inje¢des prévias de carbacol ou salina no VL.

Alteracdes da PAM (mmHg) Alteracdes da FC (bpm)
Salina 4+1 -30+15
Carbacol 5+1 -4 +12

Os resultados estdo apresentados como média + EPM. n = 9. Carbacol (4 nmol/1 pl),

glutamato (5 nmol/100 nl).

5) Alteragoes da PAM e FC em animais que receberam inje¢gées de glutamato
na drea RVL combinadas com salina ou ANG Il injetadas

intracerebroventricularmente

5.1) Alteragbes da PAM e FC produzidas pelas inje¢bes centrais

A PAM e a FC basais dos animais foram 117 + 4 mmHg e 400 + 17 bpm,
respectivamente.

A resposta pressora produzida pela injecdo unilateral de glutamato (5
nmol/100 nl) na area RVL aumentou apods a injecao intracerebroventricular de ANG I
(50 ng/1 pl) (68 £ 5 mmHg, vs. controle antes da ANG II: 37 + 3 mmHg) (t = -6; p <
0,001) (Figura 6A), sem modificacbes significantes na frequéncia cardiaca (-13 + 17
bpm, vs. controle antes da ANG II: -26 + 11 bpm) (Figura 6B). A ANG Il (50 ng/1 ul)
injetada intracerebroventricularmente produziu resposta pressora de 44 + 3 mmHg 10
minutos apds a injegao no VL. Quando glutamato injetado na area RVL foi combinado

com ANG Il intracerebroventricularmente, a PAM e FC dos animais imediatamente
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antes da injecdo de glutamato foram 120 + 2 mmHg e 367 + 10 bpm,
respectivamente.

A Figura 7 mostra registros representativos tipicos de animais que receberam
injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) na &rea RVL apds injecéo

intracerebroventricular de salina, carbacol (4 nmol/1 pl) ou ANG Il (50 ng/1 ul).
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Figura 6: Alteragbes (A) da pressado arterial média (APAM) e (B) da frequéncia
cardiaca (AFC) produzidas pela injegdo glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL

combinada com injegcdes de salina ou ANG Il (50 ng/1 i)
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intracerebroventricularmente em ratos acordados. Os resultados estdo expressos

como médias + EPM. n = ndmero de animais.
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Figura 7: Registros representativos tipicos da pressao arterial pulsatil (PAP), pressao
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) antes e apds a injegdo de glutamato
(5 nmol/100 nl) na area RVL em ratos acordados que receberam injecao

intracerebroventricular de salina ou ANG Il (50 ng/ 1 pl) no VL.
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5.2) Respostas reflexas cardiovasculares dos animais que receberam injegbes de

glutamato na area RVL combinadas ANG |l intracerebroventricularmente

As variagdes da PAM dos animais que receberam injegdo de ANG Il
intracerebroventricularmente nao foram diferentes das observadas nos animais que
receberam salina na mesma regiao (controles) apds a administragéo iv de fenilefrina
(5 ug/kg de peso corporal) (52 + 2 mmHg, vs. controles: 50 + 5 mmHg), nitroprussiato
de sédio (30 ug/kg de peso corporal) (-50 + 6 mmHg, vs. controles: -50 + 5 mmHg),
fenilbiguanida (40 ug/kg de peso corporal) (-81 £+ 8 mmHg, vs. controles: -71 + 6
mmHg) ou KCN (40 pg/rato) (48 + 3 mmHg, vs. controles: 44 + 6 mmHg) (Tabela 6).
Também nao houve diferengas nas variacdes na FC entre os animais que receberam
injecdes intracerebroventriculares de ANG |l ou salina (controles) apds a
administracdo iv de fenilefrina (-83 + 17 bpm, vs. controles: -81 + 13 bpm),
nitroprussiato de sdédio (114 + 12 bpm, vs. controles: 92 + 8 bpm), fenilbiguanida (-
327 + 33 bpm, vs. controles: -328 + 22 bpm) ou cianeto de potassio (-103 + 8 bpm,

vs. controles: -116 + 26 bpm) (Tabela 6).

69



Tabela 6: Alteragbes da PAM e FC induzidas pelas injecbes iv de fenilefrina,
nitroprussiato de soédio, fenilbiguanida ou cianeto de potassio apds injecdes
intracerebroventriculares de salina ou ANG Il combinado com inje¢cao de glutamato

na area RVL.

Alteracdes da PAM (mmHg) Alteracdes da FC (bpm)

Fenil NPS PBG KCN Fenil NPS PBG KCN

Salina + Glutamato 50+5 -50+5 -71+6 44+6 -81+14 92+8 -328+22 -116+26

ANG Il + Glutamato 52+2 -50+6 -81+8 48+3 -83+17 114+12 -327+33 -103£8

Os resultados estao expressos como média + EPM. Fenil (fenilefrina, 5 ug/kg de peso
corporal), NPS (nitroprussiato de sodio, 30 npg/kg de peso corporal), PBG
(fenilbiguanida, 40 pg/kg de peso corporal), KCN (cianeto de potassio, 40 pg/rato). n

= 8 animais/grupo.

5.3) Alteragcbes da PAM e FC produzidas pelas injecbes de glutamato fora da area
RVL combinadas com injegbes de salina ou ANG Il no VL

Nao houve diferenga na resposta pressora produzida pela injecdo de
glutamato (5 nmol/100 nl) fora da area RVL apods injegao prévia de ANG Il (50 ng/1
pl) no VL (4 + 0,5 mmHg) comparado com a resposta de glutamato injetado fora da
area RVL apos injecbes de salina no VL (4 £ 1 mmHg) (Tabela 7). Também nao
houve diferengca nas variagbes da FC em resposta a injecbes de glutamato fora da
area RVL apds inje¢des de ANG Il ou salina no VL (-21 + 12 bpm, vs. apds veiculo: -

30 + 15 bpm) (Tabela 7).
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Tabela 7: Alteracbes da PAM e FC produzidas pelas injegcdes de glutamato fora da

area RVL apos injecdes prévias de ANG Il ou salina no VL.

Alteracdes da PAM (mmHg) Alteracdes da FC (bpm)
Salina 4+1 -30+15
ANG I 4+0,5 -21+12

Os resultados estdo apresentados como média £+ EPM. n = 9. ANG Il (50 ng/1 pl),

glutamato (5 nmol/100 nl).

6) Respostas cardiovasculares produzidas pela combinacdao de moxonidina e

glutamato na area RVL

6.1) Alteragcbes da PAM e FC produzidas pelas inje¢ées na area RVL

A PAM e a FC basais dos animais foram 112 + 4 mmHg e 393 + 30 bpm,
respectivamente.

A injecado unilateral de moxonidina (5 nmol/100 nl) na area RVL reduziu a
resposta pressora produzida pela injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) na mesma
area (23 £ 3 mmHg, vs. controle antes da moxonidina: 45 + 6 mmHg) (t = 4; p <
0,001) (Figura 8A), sem diferencas significantes nas variagoes da FC (-7 + 18 bpm,

vs. controle antes da moxonidina: -28 + 15 bpm) (Figura 8B).
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Figura 8: Alteragbes (A) da pressao arterial média (APAM) e (B) da frequéncia
cardiaca (AFC) produzidas pela injecdo glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL
combinada com injecbes de veiculo ou moxonidina (5 nmol/100 nl) na mesma area

de ratos acordados. Os resultados estdo expressos como médias + EPM. n = niumero

de animais.
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6.2) Alteracbes da PAM e FC produzidas por injegbes de glutamato combinado com
injecbes de veiculo ou moxonidina fora da area RVL

Nesses animais, a resposta pressora ou as alteragbes de FC produzidas pela
injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) fora da area RVL também foram muito
pequenas tanto apds a inje¢cao prévia de moxonidina (5 nmol/100 nl) na mesma area
(5 + 1 mmHg e -10 + 8 bpm, respectivamente) como apés veiculo (6 + 1 mmHg e -7 +

8 bpm, respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8: Alteracbes da PAM e FC produzidas pelas injecbes de glutamato

combinado com inje¢des prévias de moxonidina ou veiculo fora da area RVL

Alteracdes da PAM (mmHg) Alteracdes da FC (bpm)
Veiculo 6+1 -7+8
Moxonidina 5+1 -10+8

Os resultados estdao apresentados como média + EPM. n = 11. Glutamato (5

nmol/100 nl)

7- Respostas cardiovasculares produzidas pela combinag¢ao de carbacol no VL

e moxonidina bilateralmente na area RVL

7.1) Alteragées da PAM e FC produzidas pelas injegbes centrais

A PAM e a FC basais dos animais foram 121 + 4 mmHg e 408 + 16 bpm,
respectivamente.

Cinco, 10 e 15 min apos as injecdes bilaterais de moxonidina (5 nmol/100 nl)
na area RVL ocorreu reducdo da PAM (95 + 5, 87 + 5 e 82 + 4 mmHg,
respectivamente) em comparagdo com a PAM dos controles tratados com veiculo na
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area RVL nos mesmos tempos (118 £ 6, 116 £ 6 e 117 £ 6 mmHg, respectivamente)
ou com valor imediatamente antes da injecao de moxonidina (tempo 0: 122 + 4
mmHg) (Figura 9A). Nos mesmos tempos, as injecdes de moxonidina da area RVL
também reduziram a FC (334 + 15, 323+ 15 e 313 + 14 bpm, respectivamente) em
comparagao com os controles tratados com veiculo na area RVL (375 + 16, 374 + 19
e 381 + 18 bpm, respectivamente) (Figura 9B).

Inicialmente (2 minutos apds a injecdo de carbacol), as injegdes prévias de
moxonidina (5 nmol/100 nl) na area RVL reduziram a resposta pressora produzida
pela injecdo de carbacol (4 nmol/1 ul) no VL (17 £+ 3 mmHg, vs. veiculo: 35 + 2
mmHg) [F (1, 10) = 15,36; p < 0,005] (Figura 10). Entretanto, mais tardiamente (de 8
a 18 min apods a injegao de carbacol), as injegdes prévias de moxonidina na area RVL
aumentaram a resposta pressora produzida pela inje¢ao de carbacol no VL (8: 47 + 4
mmHg; 10”: 53 + 4 mmHg; 12’: 59 + 4 mmHg; 14’: 49 + 3 mmHg; 16: 33 £ 4 mmHg;
18: 18 £+ 3 mmHg) em comparagédo com o aumento de pressao produzido pelo
carbacol no VL apés injecdo de veiculo na area RVL (8: 30 £+ 2 mmHg; 10: 33 + 3
mmHg; 12°: 29 + 3 mmHg; 14’: 21 + 3 mmHg; 16": 13 £ 3 mmHg; 18: 9 £ 2 mmHg)
(Figura 10A). Além disso, apds o tratamento com moxonidina na area RVL, o pico da
resposta pressora do carbacol injetado no VL ocorreu mais tardiamente (12 min apos
a injecao) e foi maior (61 £+ 3 mmHg) comparado ao pico da resposta pressora apoés
veiculo na area RVL (4 min e 42 + 2 mmHg) (t =-3,775; p < 0,001).

Nao houve modificagdes significantes da FC em ratos tratados com a injegao
de carbacol no VL combinada com moxonidina injetada na area RVL (Tempo 2": 11 £+
7 bpm; 4’: 17 + 8 bpm; 6’: 10 = 8 bpm; 8: 4 + 10 bpm; 10”: -2 £ 11 bpm; 12’: -3 + 10

bpm; 14’: -10 £ 9 bpm; 16’: -19 £+ 9 bpm; 18’: -14 + 12 bpm e 20’: -10 = 10 bpm) em
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comparagao com carbacol no VL combinado com a inje¢cdo de veiculo na area RVL
(Tempo 2’: -17 + 18 bpm; 4’: -8 + 23 bpm; 6’: -17 + 24 bpm; 8’: -22 + 21 bpm; 10”: 1 +
28 bpm 12’: -20 + 25 bpm; 14’: -9 + 23 bpm; 16”: -14 + 19 bpm; 18’: 20 + 15 bpm e

20’: 30 + 20 bpm) [(F (1, 10) = 0,41; p > 0,05)] (Figura 10B).
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Figura 9: Alteracbes da PAM (A) e (B) da FC apés as injegdes bilaterais de veiculo ou

moxonidina (5 nmol/100 nl) na area RVL. Os resultados estdo expressos como

meédias = EPM. n = niumero de animais.
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Figura 10: Alteracdes temporais (A) da pressao arterial média (APAM) e (B) da
frequéncia cardiaca (AFC) produzidas pela injecao de carbacol (4 nmol/1 pl) no VL
em ratos com injecdes bilaterais de veiculo ou moxonidina (5 nmol/100 nl) na area

RVL. Os resultados estao expressos como médias + EPM. n = nimero de animais.
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7.2) Respostas reflexas cardiovasculares dos ratos tratados com moxonidina na area
RVL combinada com carbacol no VL

As variagdes da PAM (Figura 11A) em ratos tratados com injecbes bilaterais
de veiculo ou moxonidina na area RVL foram semelhantes apds a administragéo iv
de fenilefrina (5 pg/kg de peso corporal) (48 + 4 mmHg, vs. veiculo: 43 + 2 mmHg),
nitroprussiato de sodio (30 ug/kg de peso corporal) (-57 + 4 mmHg vs. veiculo: -53 +
4 mmHg) ou fenilbiguanida (PBG, 40 ug/kg de peso corporal) (-90 + 8 mmHg, vs.
veiculo: -95 + 6 mmHg). Porém, a resposta pressora produzida pelo cianeto de
potassio (40 ug/rato) iv apos as injegdes de moxonidina na area RVL (19 + 4 mmHg)
apresentou uma reducgao (t = 2,931; P = 0,010, para n = 11) comparada com a
produzida ap6ds as injecdes de veiculo na mesma area (34 + 4 mmHg) (Figura 11A).

As variagdes na FC (Figura 11B) apdés os mesmos tratamentos na area RVL
nao foram diferentes apds a administragdo iv das mesmas drogas: fenilefrina (-58 +
9 bpm, vs. veiculo: -75 + 11 bpm), nitroprussiato de sédio (112 + 12 bpm, vs. veiculo:
115 + 10 bpm), ou cianeto de potassio (-76 = 11 bpm, vs. veiculo: -94 + 13 bpm).
Porém, a resposta bradicardica produzida pela fenilbiguanida apds as injegées de
moxonidina na area RVL (-272 + 17 bpm) apresentou uma reducgao (t = 2,406; P =
0,028, para n = 11) comparada com a produzida apds as injecdes de veiculo na

mesma area (-347 + 25 bpm).
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Figura 11: Alteracbes da PAM e FC induzidas pelas inje¢des iv de fenilefrina (fenil, 5
ug/kg de peso corporal), nitroprussiato de sodio (NPS, 30 pg/kg de peso corporal),
fenilbiguanida (PBG, 40 ng/kg de peso corporal), cianeto de potassio (KCN, 40
ug/rato) em ratos tratados com injegdes bilaterais de veiculo ou moxonidina na area

RVL combinadas com carbacol injetado no VL. Os resultados estdo representados

como média + EPM.
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7.3) Alteragbes da PAM e FC produzidas pelas inje¢cbes de carbacol no VL
combinadas com injegbes de veiculo ou moxonidina fora da area RVL

Nao houve diferenga na resposta pressora produzida pela inje¢cao de carbacol
(4 nmol/1 pl) no VL apds injegao prévia de moxonidina (5 nmol/100 nl) fora da area
RVL (45 + 3 mmHg) comparado com a resposta do carbacol injetado no VL apos
injecdes de veiculo fora da area RVL (41 + 2 mmHg). Também nao houve diferencga
nas variagdes da FC em resposta a injegdes de carbacol no VL apéds injecdes de
moxonidina e veiculo fora da area RVL (22 + 10 bpm, vs. apés veiculo: 19 + 8 bpm)

(Tabela 9).

Tabela 9: Alteracoes da PAM e FC produzidas pelas inje¢cdes de carbacol no VL

apos injecgdes prévias de moxonidina ou veiculo fora da area RVL.

Alteracdes da PAM (mmHg) Alteracées da FC (bpm)
Veiculo 41+2 19+8
Moxonidina 45+ 3 22 +10

Os resultados estdo apresentados como média + EPM. n = 10. Carbacol (4 nmol/1

dI), moxonidina (5 nmol/100 nl).
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8) Respostas cardiovasculares produzidas pela injecao de carbacol no VL em
ratos tratados com moxonidina injetada bilateralmente na area RVL combinada

com antagonista vasopressinérgico injetado iv.

8.1) Alteragbes da PAM e FC produzidas pelo carbacol no VL em ratos tratados com
antagonista de AVP iv + moxonidina na area RVL

A PAM e a FC basais dos animais que foram tratados com carbacol no VL
combinado com o antagonista de AVP iv + moxonidina na area RVL foram 118 + 3
mmHg e 404 + 12 bpm, respectivamente.

As injecbes bilaterais de moxonidina (5 nmol/100 nl) na area RVL também
nestes ratos causaram reducdo da PAM quando comparado com o valor pré-injecéo
ou aos valores controles. Em relagdo a frequéncia cardiaca foram observadas
alteragdes apds as inje¢cdes de moxonidina da area RVL apenas quando comparados
ao controle.

Novamente observou-se que as injegdes prévias de moxonidina (5 nmol/100
nl) na area RVL reduziram a resposta pressora inicial (2 minutos) produzida pela
injecao de carbacol (4 nmol/1 pl) no VL (21 + 4 mmHg, vs. veiculo: 40 + 2 mmHg),
enquanto que mais tardiamente (de 8 a 18 min apds a injegcado de carbacol) levou a
uma potenciagao da resposta pressora do carbacol (63 + 4 mmHg, vs. veiculo: 44 + 2
mmHg) [F (3, 260) = 51,69; p < 0,001] (Figura 12A).

A injecédo iv prévia do antagonista de receptores V4 de vasopressina (10 ug/kg
de peso corporal) reduziu a resposta pressora tardia (de 8 a 18 min) produzida pela
injecdo de carbacol (4 nmol/1 ul) no VL em ratos tratados com injecbes de
moxonidina (5 nmol/100 nl) na area RVL (8: 22 + 3 mmHg; 10’: 19 + 3 mmHg; 12’: 18

+ 3 mmHg; 14’: 18 £ 3 mmHg; 16’: 14 £+ 3 mmHg; 18’: 12 + 3 mmHg) ou tratados com
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veiculo na area RVL (8’: 20 £ 3 mmHg; 10: 16 £ 3 mmHg; 12’: 14 £ 3 mmHg; 14’: 13
+ 3 mmHg; 16> 12 + 3 mmHg; 18: 12 + 3 mmHg). Nos ratos tratados com
antagonista de AVP também ocorreu redugao da resposta pressora inicial (2 minutos)
em ratos tratados com moxonidina na area RVL (17 £ 3 mmHg) (Figura 12A). Nao
houve diferenga na resposta tardia do carbacol entre ratos que receberam injecao de
veiculo ou moxonidina na area RVL combinada com antagonista de vasopressina iv
(Figura 12A).

As modificagdes de frequéncia cardiaca que ocorreram apos a injecao de
carbacol no VL combinada com moxonidina ou veiculo injetado na area RVL em ratos
que receberam ou nao antagonista de vasopressina iv foram semelhantes [F (3, 260)
=1,33; p > 0,05] (Figura 12B).

O pico da resposta pressora do carbacol injetado no VL em ratos tratados com
moxonidina na area RVL que foi maior (63 + 4 mmHg) do que aquele dos ratos
tratados com veiculo na area RVL (43 + 2 mmHg), foi reduzido para valores
semelhantes em ratos com bloqueio dos receptores V1 de vasopressina tratados com
moxonidina (26 + 2 mmHg) ou veiculo na area RVL (32 + 2 mmHg) [F (1,4) = 22,47; p
< 0,001] (Figura 13).

A Figura 14 mostra a evolugdo temporal da PAM dos ratos antes e apés os
diferentes tratamentos, ou seja, salina ou antagonista de vasopressina iv + veiculo ou
moxonidina no RVL + carbacol no VL. Assim, antes da inje¢gdo de salina ou
antagonista de vasopressina a pressao arterial nao é diferente entre os grupos (137 +
3 mmHg; 120 £ 2 mmHg; 129 + 3 mmHg e 125 + 3 mmHg). No momento da injecao
de veiculo ou moxonidina na area RVL, o grupo que recebeu antagonista de
vasopressina iv combinada com veiculo na area RVL apresentou PAM (113 £ 6777

mmHg) menor do que o grupo tratado com salina iv + veiculo na area RVL, porém a
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PAM nao foi diferente daquela do mesmo grupo antes da injecdo de antagonista de
vasopressina iv. No momento da inje¢do de carbacol no VL os grupos que receberam
moxonidina na area RVL apresentaram PAM menor (116 £ 3 mmHg e 99 + 4 mmHg)
do que o grupo que recebeu veiculo nesta mesma area combinada com salina iv (137
+ 5 mmHg) [F (3, 104) = 19,71; p < 0,001. O pico da PAM apés a injegao de carbacol
foi menor nos grupos que receberam antagonista de vasopressina iv (150 £ 3 mmHg
e 125 £+ 4 mmHg) dos que receberam salina iv (181 £ 3 mmHg e 179 £ 2 mmHg).

O tratamento com antagonista de vasopressina iv aboliu a resposta pressora
da vasopressina (12,5 ng/rato) injetada iv (1 £ 1 mmHg, vs. controle: 51 + 4 mmHg).

A Figura 15A mostra registros representativos tipicos de um animal do grupo
que recebeu injegdes de carbacol no VL combinado com veiculo ou moxonidina (5
nmol/100 nl) injetados na area RVL. A Figura 15B mostra registros representativos
tipicos de um animal do grupo que recebeu injecbes de carbacol no VL apds o
tratamento com veiculo ou moxonidina (5 nmol/100 nl) injetados na area RVL
combinado com antagonista de receptores vasopressinérgico V4 (10 ug/kg de peso

corporal) iv.
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Figura 12: Alteragcdes temporais (A) da pressao arterial média (APAM) e (B) da
frequéncia cardiaca (AFC) produzidas pela inje¢cao de carbacol (4 nmol/1 pl) no VL
em ratos que receberam tratamento prévio com antagonista vasopressinérgico (10
Mg/kg de peso corporal) ou salina iv combinado com inje¢des bilaterais de veiculo ou

moxonidina (5 nmol/100 nl) na area RVL. Os resultados estdo expressos como

meédias = EPM. n = niumero de animais.
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Figura 13: Aumento maximo da pressao arterial média (APAM) produzido pela
injecao carbacol (4 nmol/1 ul) no VL em ratos que receberam tratamento prévio com
salina ou antagonista de receptores vasopressinérgico V¢ (10 ug/kg de peso corporal)
iv.combinado com injegcbes bilaterais de veiculo ou moxonidina (5 nmol/100 nl) na

area RVL. Os resultados estado representados como média + EPM. n = namero de

animais.
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Figura 14: Valores basais da pressao arterial média (PAM) em ratos tratados com
injecdes de salina ou antagonista de receptores vasopressinérgicos V¢ (10 pg/kg de
peso corporal) iv combinadas com veiculo ou moxonidina (5 nmol/100 nl) injetados na
area RVL e carbacol (4 nmol/1 pl) no VL. Os resultados estdo representados como

média = EPM. n = numero de ratos.
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Figura 15: Registros representativos tipicos mostrando as variagdes de presséo
arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) antes
e apos a injegao de carbacol (4 nmol/1 ul) no VL em ratos tratados previamente com
injecoes bilaterais de veiculo ou moxonidina (5 nmol/100 nl) na area RVL (A) ou
injecbes de veiculo ou moxonidina na area RVL combinadas com antagonista

vasopressinérgico V4 (10 pg/kg de peso corporal) iv (B).
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7.2) Respostas reflexas cardiovasculares em ratos que receberam carbacol no VL
apos injecbes de moxonidina ou veiculo na area RVL combinadas com antagonista
da vasopressina iv

As variagdes da PAM (Tabela 10) em ratos tratados com carbacol no VL apés
injegcbes Dbilaterais de veiculo ou moxonidina na area RVL combinadas com
antagonista de AVP iv foram semelhantes apds a administragao iv de fenilefrina (5
ng/kg de peso corporal) (47 + 3 mmHg, vs. veiculo: 38 + 4 mmHg), nitroprussiato de
sédio (30 ug/kg de peso corporal) (-34 + 4 mmHg vs. veiculo: -35 + 3 mmHg) ou
fenilbiguanida (PBG, 40 ug/kg de peso corporal) (-75 + 6 mmHg, vs. veiculo: -73 £+ 5
mmHg). Porém, a resposta pressora produzida pelo cianeto de potassio (40 ug/rato)
iv apds as injecoes de moxonidina na area RVL (21 £+ 2 mmHg) apresentou uma
reducao (t = 2,931; P = 0,010, para n = 11) comparada com a resposta produzida
apos as injecdes de veiculo na mesma area (33 + 5 mmHg) (Tabela 13).

As variagbes na FC (Tabela 10) apés os mesmos tratamentos na area RVL
nédo foram diferentes apds a administracao iv das mesmas drogas: fenilefrina (-71 £
8 bpm, vs. veiculo: -114 + 21 bpm), nitroprussiato de sodio (57 + 7 bpm, vs. veiculo:
73 £ 9 bpm), fenilbiguanida (-341 + 13 bpm, vs. veiculo: -385 + 15 bpm) ou cianeto

de potassio (-105 + 21 bpm, vs. veiculo: -141 + 10 bpm).
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Tabela 10: Alteragbes da PAM e FC induzidas pelas inje¢cdes iv de fenilefrina,
nitroprussiato de sodio, fenilbiguanida ou cianeto de potassio em ratos tratados com
carbacol no VL apéds inje¢cdes bilaterais de veiculo ou moxonidina na area RVL

combinadas com antagonista de AVP iv.

Alteracdes da PAM (mmHg) Alteracdes da FC (bpm)
Fenil NPS PBG KCN Fenil NPS PBG KCN
Veiculo 38+4 -35+3 -73+5 33+5 -114+21 73+9 -385+15 -141+10
Moxonidina 47+3 -34+4 -75+6 21+2* -71+8 577 -341+13 -105%21

Os resultados estao representados como média + EPM. Fenilefrina (fenil, 5 ng/kg de
peso corporal), nitroprussiato de sodio (NPS, 30 pg/kg de peso corporal),
fenilbiguanida (PBG, 40 pg/kg de peso corporal), KCN (40 pg/rato). * diferente de

injecéo de veiculo na RVL. n = 11 animais.

8.3) Alteracbes da PAM e FC produzidas pelas inje¢cbes de carbacol no VL apds
administracdo de antagonista vasopressinérgico Vy iv combinada com inje¢ées de
veiculo ou moxonidina fora da area RVL.

Nao houve diferenga na resposta pressora produzida pela inje¢cao de carbacol
(4 nmol/1 ul) no VL apos injecao prévia de moxonidina (5 nmol/100 nl) fora da area
RVL (29 £+ 1 mmHg) comparado com a resposta do carbacol injetado no VL apos
injecoes de veiculo fora da area RVL (31 £ 1 mmHg). Também nao houve diferenca
nas variagdes da FC em resposta a injegdes de carbacol no VL apéds injecdes de
moxonidina e veiculo fora da area RVL (60 + 10 bpm, vs. apds veiculo: 65 + 8 bpm)

(Tabela 11).
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Tabela 11: Alteragdes da PAM e FC produzidas pelas injegdes de carbacol no VL
apos injegdes prévias de moxonidina ou veiculo fora da area RVL combinadas com

antagonista de AVP iv.

Alteracdes da PAM (mmHg) Alteracbes da FC (bpm)
Veiculo 31+1 65+8
Moxonidina 29+1 60 +10

Os resultados estdo apresentados como média + EPM. n = 9. Carbacol (4 nmol/1 pl),

moxonidina (5 nmol/100 nl).
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9) Analise histolégica

A Figura 16 ilustra de forma esquematica a localizagdo da area RVL. As
injecdes na area RVL localizaram-se ventralmente ao nucleo ambiguo (NA) e entre
200 e 500 um caudal ao nucleo facial. Nas figuras 17 e 18 estdo apresentados cortes
transversais do cérebro de ratos mostrando o local das inje¢des unilaterais e
bilaterais posicionadas na area RVL. Nas figuras 19 e 20 estdo apresentados cortes
transversais do cérebro de ratos mostrando o local das inje¢des posicionadas no
ventriculo lateral (VL). Nas figuras 21 a 24 estao apresentados cortes transversais do

cérebro de ratos mostrando inje¢des unilaterais e bilaterais fora da area RVL.

O Nucleo Ambiguo
’ Area RVL

Figura 16: Figura esquematica do cérebro de um rato mostrando a localizacado da

area RVL (em vermelho).
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Figura 17: Corte transversal do cérebro de um rato mostrando o local da injegcéo

unilateral na area RVL (seta).
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Figura 18: Cortes transversais do cérebro de um rato mostrando os locais das
injecdes bilaterais na area RVL (setas) (A; B e C - sequéncia de cortes no sentido

rostro-caudal).
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Figura 19: Corte transversal do cérebro de um rato mostrando o trajeto da canula em

direcdo ao VL (seta).

Figura 20: Corte transversal do cérebro de um rato mostrando o local das injegdo no

VL (seta).
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Figura 21: Cortes transversais do cérebro de um rato mostrando o local da injecédo

unilateral fora da area RVL (setas) (inje¢ao lateralmente a area RVL).
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Figura 22: Corte transversal do cérebro de um rato mostrando o local da injecao

unilateral fora da area RVL (seta) (lateralmente a RVL).

Figura 23: Corte transversal do cérebro de um rato mostrando o local da injecao

unilateral fora da area RVL (seta) (inje¢ao rostralmente a RVL, no nucleo facial - NF).
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Figura 24: Cortes transversais do cérebro de um rato mostrando local da injegao
unilateral fora da area RVL (setas) (injecéo rostralmente a RVL — no nucleo facial -

NF).
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Discussao

Os resultados apresentados demonstram que:

Privagao de agua por 24 horas nao alterou as respostas pressoras produzidas
pelas inje¢cdes de L-glutamado, acetilcolina ou ANG Il na regidao RVL ou a
resposta hipotensora produzida pela injecdo de GABA na area RVL em ratos
acordados.

Em testes realizados em ratos acordados que tiveram NaCl 0,9% e ragéo
para ingerirem durante 14 dias, as respostas pressoras produzidas pelas
injegcdes de L-glutamato, acetilcolina ou ANG Il na regido RVL ou a resposta
hipotensora produzida pela inje¢do de GABA na mesma area foram similares
aquelas dos ratos que tinham a disposigdo agua e ragao para ingerirem. As
respostas pressoras produzidas por injecoes de diferentes doses de
glutamato na area RVL em animais que tiveram NaCl 0,9% e racéo para
ingerirem também foram semelhantes as dos animais que ingeriram agua e
racao.

A resposta pressora produzida pela injecdo unilateral de glutamato na area
RVL foi potencializada apdés a injecdo de carbacol ou ANG I
intracerebroventricularmente.

A injecéo bilateral de moxonidina na area RVL reduz a PAM e a FC.

A injecdo prévia de moxonidina bilateralmente na area RVL reduziu em
aproximadamente 50% a resposta pressora produzida pela injecdo de
glutamato na mesma area.

Injecdes bilaterais de moxonidina na area RVL em ratos acordados reduzem a

PAM e também parecem reduzir as respostas pressoras produzidas pela
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7)

ativacdo do quimiorreflexo com injecdes iv de KCN. Ou seja, injecdes
bilaterais de moxonidina parecem prejudicar também respostas reflexas que
dependem da ativacdo simpatica como a resposta pressora produzida pela
ativacao do quimiorreflexo.

Apds injegdes bilaterais de moxonidina na area RVL, a resposta pressora
produzida pela inje¢do de carbacol no VL foi reduzida nos primeiros 2 minutos
apos a injegao no VL, porém aumentou de 8 a 18 minutos apds a injegéo no
VL. Além disso, apds o tratamento com moxonidina na area RVL, o pico da
resposta pressora do carbacol injetado no VL ocorreu mais tardiamente e foi
maior do que aquele dos ratos que receberam injecdo prévia de veiculo na
area RVL. Considerando-se que a resposta pressora do carbacol se deve a
uma ativacado simpatica e liberagdo de vasopressina (Hoffman, Walter, and
Bulat, 1977; Imai e cols, 1989; Vieira e cols, 2007), pode-se sugerir que a
reducédo inicial da resposta pressora do carbacol injetado no VL pela
moxonidina na area RVL poderia ser devido a um prejuizo da ativacéo
simpatica causada pela moxonidina injetada na area RVL, enquanto a maior e
mais tardia resposta pressora do carbacol injetado no VL apds as injecdes de
moxonidina na area RVL poderia ser devido a uma maior liberacdo de
vasopressina. Portanto, o mesmo tratamento que prejudica a ativagéo
simpatica pelo glutamato injetado na area RVL também reduz a resposta do
carbacol no VL na sua fase inicial mais dependente de ativagado simpatica.
Assim, os resultados sugerem que a ativagdo simpatica produzida pela
injecdo de carbacol no VL parece depender de mecanismos da area RVL,

talvez glutamatérgicos.
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8) O tratamento com o antagonista de receptores vasopressinérgico V, reduziu a
resposta pressora tardia produzida pela inje¢cao de carbacol no VL combinado
ou ndo com moxonidina na area RVL, sugerindo que a maior e mais tardia
resposta pressora do carbacol injetado no VL apds as injegdes de moxonidina
na area RVL deve-se a uma maior liberagdo de vasopressina.

9) Quando as drogas foram injetadas fora da area RVL as alteragbes de pressao
arterial foram muito menores do que aquelas produzidas pelas inje¢des
corretamente posicionadas na area RVL ou mesmo inexistentes, o que
confirma a especificidade da area RVL como o local de agao das drogas que
produziram os efeitos descritos. Embora as alteragdes da PAM produzidas
pelas injecbes fora da area RVL sejam muito menores do que aquelas das
injecbes corretamente posicionadas na area RVL, em alguns casos houve
alteragdes significantes mesmo com inje¢cdes fora da area RVL porque
atuando em areas fora da area RVL algumas drogas podem produzir alguma
resposta ou porque algum residuo da inje¢cdo pode ter atingido a area RVL.
No caso das injecbes de moxonidina fora da area RVL, pode-se observar que
estas, diferentemente das injecbes na area RVL, ndao modificaram as
respostas pressoras produzidas pelo carbacol injetado no ventriculo lateral,
mais uma vez mostrando a importadncia das injegcbes corretamente

posicionadas na area RVL para os efeitos observados.

E bem definido que a osmolaridade dos liquidos corporais € um importante
sinal para o controle da secregdo de vasopressina e da sede (Antunes e cols, 2006;
Brooks, Qi, and O'Donaughy, 2005; Imai e cols, 1989; Toney e cols, 2003).

Adicionalmente, estudos sugerem que a osmolaridade dos liquidos corporais também
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pode ter um papel na modulacédo da atividade simpatica e na regulacdo da presséao
arterial (Brooks, Qi, and O'Donaughy, 2005; Toney e cols, 2003). Areas
prosencefalicas livres de barreira hematoencefalica, como o 6rgao subfornical (OSF)
e 0 6Orgao vasculoso da lamina terminal (OVLT), poderiam detectar as alteragbes
osmoéticas que ocorrem no plasma levando a um aumento na atividade simpatica e
nas concentracoes plasmaticas de vasopressina resultando em elevacdo da PAM
(Hoffman, Walter, and Bulat, 1977; Imai e cols, 1989; Richard and Bourque, 1992).

Estudos tém procurado resolver esta questdo utilizando-se de abordagens
experimentais como privacao hidrica, aumento de sal na dieta ofertada ou a injegao
endovenosa de solugbes hiperosmoéticas que podem levar a aumento da
osmolalidade dos fluidos corporais, aumento dos niveis plasmaticos de vasopressina,
da atividade simpatica e da PAM tanto agudamente (Bealer, 2000; Brooks, Freeman,
and Clow, 2004; Brooks, Freeman, and O'Donaughy, 2004; Haibara e cols, 1995;
Scrogin, McKeogh, and Brooks, 2002; Stocker, Stricker, and Sved, 2001; Toney e
cols, 2003) como cronicamente (Adams, Bardgett, and Stocker, 2009).

Em experimentos realizados em animais anestesiados, a ativacéo
neurohumoral durante o aumento da osmolalidade parece produzir alteracbes na
atividade simpatica para varios 6rgaos (Stocker, Stricker, and Sved, 2001). Sugere-se
que o aumento agudo da osmolaridade ativaria neurdnios que se originam no nucleo
paraventricular (NPV) que se projetam para a regiao RVL, ocorrendo maior liberagao
de aminoacidos excitatérios (AAE) nesta regido, aumentando assim o ténus simpatico
(Toney e cols, 2003). O bloqueio nao seletivo de receptores ionotropicos dos AAE na
regiao RVL reduziu a PAM de ratos anestesiados com privagao hidrica, mas néao
alterou a PAM de animais hidratados (Brooks, Freeman, and Clow, 2004). A resposta

pressora apos injecao unilateral de doses crescentes de glutamato sdo maiores em
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animais desidratados do que nos animais hidratados (Brooks, Freeman, and Clow,
2004; Brooks, Freeman, and O'Donaughy, 2004; Freeman and Brooks, 2007) e
também nos animais que ingeriram cronicamente solugdo de NaCl 0,9% do que nos
animais que receberam agua por igual periodo (Adams, Bardgett, and Stocker, 2009).
Alteragcbes cronicas na ingestdo de sal por pelo menos 14 dias promovem
modificagcbes na osmolaridade dos fluidos corporais levando a alteracdes nas
respostas cardiovasculares produzidas pela excitagdo e/ou inibigdo da regido RVL e
essas alteracdes ndo sdo observadas com o mesmo tratamento agudamente por 1
ou 7 dias (Adams, Bardgett, and Stocker, 2009; Brooks, Qi, and O'Donaughy, 2005;
Ito, Gordon, and Sved, 1999).

No presente estudo foi investigado se a privacdo hidrica por 24 horas
influenciaria as respostas pressoras produzidas pela ativagdo do RVL nao apenas
com glutamato, mas também com acetilcolina ou ANG Il ou respostas hipotensoras
produzidas pela injecdo de GABA na regidao do RVL em ratos acordados, mas nao
foram encontradas diferencas nas modificagbes da PAM e FC produzidas por estes
tratamentos comparando-se os grupos privado e controle de animais acordados.
Investigou-se também se haveria alteragdes nas respostas pressoras produzidas pela
ativacdo da area RVL n&o apenas com doses crescentes de glutamato, mas também
com injegdes de acetilcolina ou ANG Il ou nas respostas hipotensoras produzidas
pela injecdo de GABA na regido RVL em ratos acordados que tinham solugédo de
NaCl 0,9% ao invés de agua para ingerirem por 14 dias. Em animais anestesiados,
Adams e cols (2009) observaram aumento nas respostas pressoras produzidas pela
injecao de diferentes doses de glutamato na area RVL e na resposta hipotensora de
diferentes doses de GABA injetados na mesma area em ratos mantidos com ragao e

NaCl 0,9%. Em ratos acordados os resultados encontrados foram diferentes dos
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apresentados na literatura para ratos anestesiados, ou seja, ndo foram encontradas
diferengas nas alteracées de PAM e FC produzidas pela estimulagao ou inibicdo da
area RVL em ratos acordados que receberam ragao normal e NaCl 0,9% para ingerir
comparando-se com aquelas dos ratos que receberam ragdo normal e agua.
Portanto, tanto tratamentos mais agudos (24 h de privagdo hidrica) como mais
cronicos (14 dias de ingestdo de NaCl 0,9%) nao modificaram as respostas
cardiovasculares produzidas pela estimulacdo ou inibicdo da area RVL em ratos
acordados.

A analise da ingestdo diaria de liquidos dos animais durante 14 dias mostrou
que os animais que tinham a disposi¢cao ragcao normal + NaCl 0,9% tiveram uma
ingestédo de liquidos maior do que aquela dos animais com acesso a racdo normal +
agua o que é semelhante ao observado por Adams e cols (2009) para os animais
usados em seus experimentos. Visto que a diferenga na ingestao de liquidos entre
grupos foi semelhante nos dois estudos, mas a influéncia da ingestdo de NaCl 0,9%
nas respostas cardiovasculares foi diferente, fica dificil explicar os motivos das
diferengas nas respostas cardiovasculares entre os dois estudos, exceto o fato de
que em um estudo os testes terem sido feitos em ratos anestesiados e no outro
estudo em ratos acordados. Certamente a anestesia pode influenciar muitos
mecanismos centrais envolvidos na regulagdo cardiovascular, algumas vezes
dificultando o aparecimento de respostas, principalmente aquelas que resultam da
ativagdo de mecanismos prosencefalicos ou de reflexos como o quimiorreflexo (Sun
and Reis, 1995a; Sun and Reis, 1995b). Portanto, esperavamos que a facilitacao das
respostas cardiovasculares a ativacdo ou inibicdo da area RVL produzidas pelo
aumento da osmolaridade, fosse mais evidente quando testada em ratos acordados.

Porém, os resultados ndo foram os esperados. Ja esta bem estabelecido que o
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aumento de osmolaridade gera sinais que tendem a facilitar a atividade simpatica e,
portanto, causar aumentos de pressao arterial. Areas como NPV e RVL, importantes
centros reguladores da atividade simpatica para o sistema cardiovascular, certamente
tém um importante papel nestes efeitos da osmolaridade. Mas em ratos acordados,
talvez sejam necessarias alteragdes um pouco maiores da osmolaridade, com
geracao de sinais facilitatorios um pouco mais intensos do que aqueles produzidos
pela ingestdo de NaCl 0,9%, para vencer eventuais mecanismos contrarios ou
compensatérios que normalmente atuam para evitar alteracoes da pressao arterial
como a acao dos barorreceptores.

Alguns estudos que testaram possiveis efeitos do aumento da osmolaridade
em ratos anestesiados (Adams e cols, 2007; Adams, Bardgett, and Stocker, 2009;
Brooks, Freeman, and Clow, 2004; Brooks, Freeman, and O'Donaughy, 2004)
sugerem que aumento da atividade em areas e mecanismos prosencefalicos capazes
de estimular a atividade simpatica sejam capazes de facilitar a ativagao simpatica e
as respostas pressoras produzidas pela injecdo de glutamato na area RVL, porém,
nao temos conhecimento de nenhum estudo que tenha demonstrado de maneira
definitiva e conclusiva que ativacdo de areas e mecanismos prosencefalicos leve a
um aumento da resposta pressora produzida pela injecdo de glutamato na area RVL
em ratos acordados. No caso do aumento da osmolaridade ndo se pode excluir uma
acao direta da hiperosmolaridade em qualquer nivel do sistema nervoso central onde
existam mecanismos que controlam atividade simpdtica, inclusive a nivel medular.

Estudos anteriores de Vieira et. al. (Vieira e cols, 2007; Vieira e cols, 2010) ja
haviam mostrado que o bloqueio colinérgico ou angiotensinérgico central com
injecbes de atropina ou losartan no VL ou a lesdo da regido periventricular

anteroventral do terceiro ventriculo (regiao AV3V) de ratos acordados reduzia a
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resposta pressora do glutamato injetado na area RVL em ratos acordados. Se
bloqueios dos mecanismos prosencefalicos prejudicam as respostas pressoras
produzidas pelo glutamato injetado na area RVL de ratos acordados que néo
receberam nenhum outro tratamento adicional, espera-se que aumento da atividade
em dareas e mecanismos prosencefalicos capazes de estimular a atividade simpatica
sejam capazes de facilitar a ativagao simpatica e as respostas pressoras produzidas
pela injecdo de glutamato na area RVL.

Os presentes resultados demonstraram que tratamentos que ativam areas
prosencefalicas capazes de aumentar a atividade simpatica como as injecbes de
ANG Il ou carbacol no VL podem facilitar a resposta pressora produzida pela injecao
de glutamato na area RVL, o que sugere que o aumento da atividade em areas e
mecanismos prosencefalicos, capazes de estimular a atividade simpatica, possuem
acdes facilitatorias para a ativagdo simpatica e as respostas pressoras produzidas
pela injecdo de glutamato na area RVL (Figura 25).

Resultados de Vieira et. al (Vieira e cols, 2007; Vieira e cols, 2010) ja sugeriam
que a resposta pressora produzida pela injecdo de glutamato na area RVL em ratos
acordados sem nenhum tratamento adicional é facilitada pela ativacdo de
mecanismos angiotensinérgicos e colinérgicos prosencefalicos, possivelmente
integrados na regido AV3V. Ou seja, em condi¢des fisiolégicas normais, o aumento
da atividade simpatica produzida pela inje¢cao de glutamato na area RVL depende de
um circuito central mais complexo que envolve areas e mecanismos prosencefalicos.
Complementando os resultados anteriores obtidos com as injegdes dos antagonistas
colinérgico ou angiotensinérgico no VL, os presentes resultados mostram que as
injecoes dos agonistas carbacol e ANG Il no VL facilitaram a resposta pressora do

glutamato injetado na area RVL. Assim, parece que a excitabilidade dos neurdnios da
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area RVL que controlam a atividade simpatica, em especial daqueles sensiveis ao
glutamato, é influenciada por sinais facilitatorios originados em areas prosencefalicas
sensivies a mecanismos colinérgicos e angiotensinérgicos (Figura 25). Além disso, &
preciso lembrar que os bloqueios colinérgico e angiotensinérgico centrais que
interferem na resposta a injecdo de glutamato na area RVL contraditoriamente néo
afetam as respostas a ativacdo de baro e quimiorreceptores, ou seja, a resposta
pressora a ativacao de quimiorreceptores periféricos com KCN que se atribui a uma
ativagado simpatica decorrente de uma liberagao de glutamato na area RVL a partir de
sinais originarios no NTS, ndo é afetada pelo mesmo bloqueio prosencefalico que
prejudica a resposta pressora produzida pela injecdo direta de glutamato na area
RVL. Ainda serdo necessarios mais estudos para entendermos porque a resposta
reflexa esta protegida, mas o efeito direto do glutamato injetado na area RVL esta
comprometido apds os bloqueios colinérgico e angiotensinérgico centrais. Mas pode
ser que O que consideramos contradicbes seja apenas consequéncia do
desconhecimento que ainda temos dos mecanismos centrais de regulagio
cardiovascular e de seus ajustes em diferentes condigdes.

A caracterizagdo da area RVL como a regido responsavel pela manutencéo
do tbnus simpatico vasomotor iniciou-se com estudos pioneiros de Guertzenstein e
Silver (1974) que demonstraram que manipulagdes (lesdes ou inibigdes) na
superficie ventral do bulbo promoviam grandes altera¢gdes na PAM basal. Estudos de
Ross e cols (1984) utilizando métodos imunohistoquimicos sugeriram que o0s
neurénios geradores da atividade simpatica seriam adrenérgicos, uma vez que a
regido onde se encontravam apresentava intensa imunorreatividade a
feniletolamina-N-metil-tranferase (PNMT), uma enzima responsavel pela sintese de

adrenalina. Essa regido onde estdo localizados os neurdnios vasomotores
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simpaticos, denominada area C1, constitui parte da regiao RVL e contém neurdnios
catecolaminérgicos, mas também ¢é capaz de liberar o glutamato como
neurotransmissor e outros neuropeptideos (Schreihofer and Guyenet, 1997;
Stornetta, McQuiston, and Guyenet, 2004). Importantes drogas de acao anti-
hipertensiva utilizadas na clinica médica sao agonistas adrenérgicos ay/imidazdlicos
(Buccafusco e cols, 1995; Ernsberger e cols, 1993; Lappe and Brody, 1984). As
drogas anti-hipertensivas de agao central mais usadas e estudadas sao a clonidina e
a moxonidina (agonistas adrenérgicos a, e imidazdlicos). Alguns trabalhos sugerem
que o efeito anti-hipertensivo desses farmacos é mediado pela ativagdo de
receptores imidazélicos do tipo |4 (Buccafusco e cols, 1995; Chan and Head, 1996;
Ernsberger e cols, 1994; Ernsberger e cols, 1993; Ernsberger e cols, 1987; Haxhiu e
cols, 1994; Lappe and Brody, 1984), outros sugerem que esse efeito € por acdo em
receptores a, adrenérgico centrais (Allen and Guyenet, 1993; Armah, 1988;
Guyenet, 1997; Hayar and Guyenet, 2000; Moreira e cols, 2007; Schlicker, Armah,
and Gothert, 1990; Urban, Szabo, and Starke, 1995) que ativados diminuiriam a
atividade neuronal da area RVL, reduzindo a atividade eferente simpatica, e
consequentemente, reduzindo a resisténcia vascular periférica e a pressao arterial.
Os presentes resultados demonstraram que inje¢gdes de moxonidina na area RVL
causaram reducdo da pressao arterial como observado em outros trabalhos
(Buccafusco e cols, 1995; Ernsberger e cols, 1994; Ernsberger e cols, 1993;
Guyenet, 1997; Moreira e cols, 2007; Tolentino-Silva e cols, 2000; Urban, Szabo,
and Starke, 1995). Além disso, observamos que a injecao prévia de moxonidina na
area RVL reduziu a resposta pressora produzida pelo glutamato injetado na mesma
area em animais acordados quando comparada a resposta pressora produzida pela

injecdo de glutamato apds a injecdo de veiculo na area RVL. Estes resultados
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sugerem que a ativacdo de receptores a, adrenérgicos/imidazdlicos prejudica os
efeitos da ativagao glutamatérgica na area RVL. O glutamato € um dos principais
mecanismos na area RVL responsaveis pela ativagcdo simpatica e a injecdo de
glutamato na area RVL produz uma resposta pressora tipica dependente de ativagao
simpatica (Dampney e cols, 1982; Dampney e cols, 2000; Guyenet, 2006; Guyenet,
Darnall, and Riley, 1990; Ito, Gordon, and Sved, 1999; Willette e cols, 1983). Além
disso, a resposta pressora a ativacdo de quimiorreceptores periféricos com KCN,
que se atribui a uma ativagao simpatica decorrente de uma liberagdo de glutamato
na area RVL a partir de sinais originarios no NTS, também ¢é afetada pelo mesmo
bloqueio que prejudica a resposta pressora produzida pela injecdo direta de
glutamato na area RVL, uma vez que esta reducido da resposta pressora a ativagao
do quimiorreflexo, ocorrida apds as injegdes de moxonidina na area RVL, pode ser
decorréncia da agdo da moxonidina na area RVL reduzindo as ac¢des do glutamato
liberado e em consequéncia reduzindo o aumento da atividade simpatica causado
pela ativacdo do quimiorreflexo, demonstrando mais uma vez os efeitos da
moxonidina injetada na area RVL reduzindo a ativacdo simpatica em especial aquela
dependente de uma agdo do glutamato. E interessante notar que a moxonidina afeta
0s mecanismos glutamatérgicos da area RVL sem produzir interferéncia no controle
respiratorio que € um efeito colateral geralmente presente quando se trata a area
RVL com antagonistas glutamatérgicos como o &cido quinurénico. E possivel que a
moxonidina interfira exclusivamente nos mecanismos glutamatérgicos da area RVL
envolvidos com o controle cardiovascular, deixando intacto aqueles relacionados
com o controle respiratério.

Os presentes resultados também mostram que apos injecdes bilaterais de

moxonidina na area RVL, a resposta pressora produzida pela injecdo de carbacol no
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VL foi reduzida nos primeiros 2 minutos apés a injecao no VL, ou seja, as injegdes
de moxonidina na area RVL também reduzem a resposta do carbacol injetado no VL
na sua fase inicial mais dependente de ativacdo simpatica. Portanto, diferentes
resultados até agora obtidos sugerem que a moxonidina na area RVL prejudica a
ativagdo simpatica que depende da area RVL em diferentes situagdes (Figura 26).
Porém, tardiamente houve uma potenciacao da resposta pressora produzida pela
injecdo de carbacol no ventriculo lateral apds as inje¢cdes bilaterais de moxonidina
na area RVL, que foi abolida pelo tratamento prévio com antagonista de receptores
vasopressinérgico V4, sugerindo que esta potenciagdo se deve possivelmente a um
aumento da secrecdo de vasopressina. A resposta pressora produzida por agonistas
colinérgicos injetados no VL depende de ativacdo simpatica e secrecdo de
vasopressina (Hoffman, Walter, and Bulat, 1977; Imai e cols, 1989; Vieira e cols,
2007). A resposta pressora do carbacol injetado centralmente é altamente
dependente de mecanismos integrados na regido AV3V, uma das areas mais
anteriores do cérebro envolvida com a regulacao cardiovascular (Colombari e cols,
1992; Menani e cols, 1990; Valladao e cols, 1992). Lesbes da regidao AV3V afetam
fortemente respostas dependentes de ativacdo simpatica e secrecdo de
vasopressina, como aquelas produzidas pela estimulacdo angiotensinérgica ou
colinérgica central (Colombari e cols, 1992; Menani e cols, 1990; Valladao e cols,
1992). A regido AV3V esta direta ou indiretamente conectada com muitas areas
prosencefalicas e do tronco cerebral entre as quais o PVN, NTS e a area RVL (Brody
e cols, 1978; Knuepfer, Johnson, and Brody, 1984; Ricardo and Koh, 1978; Yang
and Coote, 1998). Uma conexédo descendente importante da regido AV3V é com o
PVN que pode influenciar a atividade simpatica e a secrecdo de vasopressina

(Figura 26). O controle da atividade simpatica pelo PVN pode ser por meio de
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conexdes com a area RVL, mas também por projecbes diretas para a coluna
intermediolateral (IML) (Badoer, 2001; Hardy, 2001; Kubo e cols, 2000; Li and Pan,
2007). Ou seja, os sinais gerados pela ativagédo colinérgica central provenientes da
regiao AV3V ao chegarem ao PVN podem estimular a secregdo de vasopressina e
por diferentes projegdes a partir do PVN promover ativagao simpatica por estimular a
area RVL ou diretamente o IML.

O aumento tardio da resposta pressora do carbacol no VL em animais
tratados com moxonidina na RVL foi bloqueado pelo antagonista da vasopressina
injetado intravenosamente (iv), o que sugere participagdo da vasopressina nesta
resposta. O antagonista de vasopressina iv ndo modificou o efeito pressor inicial
(primeiros 2 min) do carbacol no VL sozinho ou combinado com moxonidina na area
RVL confirmando que a vasopressina nao participa da resposta neste momento. A
pressao arterial alcangou valores semelhantes apds o tratamento com carbacol em
ratos tratados ou ndo com moxonidina na area RVL (181 £ 3 mmHg e 179 = 2
mmHg, respectivamente). Assim, parece que na auséncia do mecanismo pressor
simpatico da area RVL, outros mecanismos pressores como 0 aumento da secrec¢ao
de vasopressina sao recrutados ou ficam liberados mantendo a resposta pressora
produzida pela estimulacado colinérgica central e levando ao mesmo valor final da
pressao arterial. Uma menor ativacdo dos pressorreceptores como resultado do
menor aumento inicial da pressao arterial e também de uma pressao arterial abaixo
da normal antes da injegcdo de carbacol poderia levar a uma menor inibicdo da
secregcao de vasopressina. Ou seja, a secregao de vasopressina estimulada pela
estimulagdo colinérgica estaria aumentada apds a injegdo de moxonidina na area
RVL como consequéncia de uma menor acdo inibitéria dos sinais provenientes dos

pressorreceptores. A secre¢ado aumentada de vasopressina compensaria a reduzida
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ativacdo simpatica proporcionando um aumento de pressdo arterial pelo menos
equivalente aquele que aparece quando tanto a ativagado simpatica como a secrecao
de vasopressina esta atuando normalmente na auséncia da acido da moxonidina na
area RVL (Figura 26). Os resultados também indicam que a moxonidina é eficiente
para reduzir a ativacdo de mecanismos simpaticos da area RVL, sem modificar os
movimentos respiratdérios como ocorre quando se injeta antagonistas de glutamato

na RVL.
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1 Atividade
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Figura 25: Esquema de possivel facilitacdo observada na resposta pressora causada
pela injecdo de glutamato na area RVL combinada com injecdo de carbacol ou

angiotensina Il no VL.
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Figura 26: Esquema de possivel interagcdo observada na resposta pressora causada

pela injecdo de carbacol no VL (A) e combinado com inje¢cdo de moxonidina na area
RVL (B).
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