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RESUMO

A inje¢do periférica de pilocarpina (PILO, 1 mg/kg de peso corporal),
agonista colinérgico muscarinico, induz salivacdo, ingestdo de agua e resposta
pressora. A area septal medial (ASM) ¢ uma importante area cerebral envolvida com
a regulagdo cardiovascular e com o controle do balanco hidroeletrolitico. No presente
estudo, investigamos: 1) o efeito da lesdo eletrolitica da ASM ou do bloqueio dos
receptores colinérgicos muscarinicos da ASM na salivagdo, na ingestdo de dgua e nas
respostas cardiovasculares induzida pela pilocarpina periférica; 2) a participagdo do
sistema nervoso simpatico ¢ da vasopressina sobre as respostas cardiovasculares
induzidas pela pilocarpina periférica; 3) os efeitos da injecdo de pilocarpina na ASM
sobre a salivagdo, ingestdo de agua e respostas cardiovasculares. Ratos Holtzman
(280 - 320 g), foram submetidos a lesao eletrolitica (2 mA x 5 s) da ASM (1 ou 15
dias) ou ao implante de canula-guia de aco inoxidavel na ASM. Verificamos que a
injecdo periférica de pilocarpina (1 mg/kg de peso corporal) produz secregao salivar,
ingestdo de agua e aumento da pressdo arterial média (PAM). Este aumento da
pressdo arterial ¢ decorrente da ativagdo do sistema nervoso simpatico, pois foi
reduzida significantemente pelo tratamento prévio com prazosin (1 mg/kg de peso
corporal), mas ndo pelo antagonista do receptor Vi, de vasopressina (10 pg/kg de
peso corporal). A salivagdo e a resposta dipsogénica induzidas pela pilocarpina
periférica foram reduzidas pela lesdo eletrolitica ou pelo bloqueio colinérgico
muscarinico da ASM. Entretanto, a resposta pressora induzida pela pilocarpina
periférica ndo depende da ASM, ja que a lesdo eletrolitica ou o bloqueio de receptores
colinérgicos muscarinicos da ASM ndo alteraram esta resposta. A inje¢do de
pilocarpina na ASM induz resposta dipsdgenica (200 e 500 nmol/0,5 pL), salivagdo
(500 nmol/0,5 uL) e resposta pressora (500 nmol/0,5 pL). Nossos resultados mostram
que a pilocarpina periférica ou na ASM induz salivagdo, ingestdo de 4gua e resposta
pressora. A resposta pressora induzida pela pilocarpina periférica ¢ decorrente de um
aumento na atividade simpatica. A ASM e seus receptores colinérgicos muscarinicos

participam do controle da secre¢@o salivar e ingestdo de dgua, mas nao da resposta



pressora induzida pela pilocarpina periférica, sugerindo um controle diferencial da

ASM nas respostas induzidas pela administragao periférica de pilocarpina.

Palavras-chaves: area septal, agonista colinérgico muscarinico, salivacao, ingestao

de agua, pressao arterial, prosencéfalo.



ABSTRACT

Peripheral injection of pilocarpine (PILO, 1 mg/Kg of body weight),
muscarinic cholinergic agonist, induce salivation, water intake and pressor response.
The medial septal area (MSA) is an important brain area involved in cardiovascular
regulation and hydroelectrolytic control. In this present study, we investigated: 1) the
effect of MSA electrolytic lesion or the blockade of muscarinic cholinergic receptors
into MSA on salivation, water intake and cardiovascular responses induced by
peripheral pilocarpine; 2) the role of the sympathetic nervous system and/or
vasopressin on the cardiovascular responses induced by peripheral pilocarpine; 3) the
effect of injection of pilocarpine into MSA on salivation, water intake and
cardiovascular responses. Male Holtzman rats weighing 280 to 320 g were submitted
to 1 or 15 days MSA electrolytic lesion (2 mA x 5 s) or stainless steel guide cannulas
were stereotaxically implanted into the MSA. We observed that peripheral
pilocarpine (1 mg/kg of body weight) induces salivary secretion, water intake and an
increase in mean arterial pressure (MAP) . This increase in MAP is due to an
activation of simpathetic nervous system, since it was significantly reduced by
previous treatment with prazosin (I mg/kg of body weight), but not by vasopressin
V1. receptor antagonist (10 pg/kg of body weigh). The salivary secretion and
dipsogenic response induced by peripheral pilocarpine was reduced by MSA
eletrolytic lesion or MSA muscarinic cholinergic blockade. Nonetheless, the pressor
response induced by peripheral pilocarpine was not depend of MSA, since MSA
eletrolytic lesion or muscarinic cholinergic receptors blockade did not change this
response. Pilocarpine injection into MSA induced water intake (200 e 500 nmol/0,5
uL), salivary secretion (500 nmol/0,5 uL) and MAP increase (500 nmol/0,5 pL). Our
results show that peripheral or MSA injection of pilocarpine induce salivary
secretion, water intake and pressor response. The pressor response induced by
peripheral pilocarpine is due to sympathetic activation. The MSA and its muscarinic
cholinergic receptors are involved in the salivary secretion and water intake, but not
in the control of pressor response induced by peripheral pilocarpine, suggesting that

MSA has a differencial control on the responses induced by peripheral pilocarpine.



Key-words: septal area, muscarinic cholinergic agonist, salivation, water intake,

blood pressure, forebrain.
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1. INTRODUCAO

O sistema nervoso central (SNC) tem um papel fundamental na regulagio
cardiovascular, no controle da ingestao de dgua e da salivagdo (Loewy, 1991; Renzi et al.,
1993; Dampney, 1994; McKinley e Johnson, 2004; Whyte e Johnson, 2005). A ativacao
de determinadas areas do SNC promove a alteracdo na atividade do sistema nervoso
autonomo, secre¢do de hormonios, ativagdo de vias de sede e também secrecdo salivar.
Tanto areas do tronco cerebral, como areas mais anteriores encefalicas estdo envolvidas
nestas funcdes regulatorias (Loewy, 1991; Renzi et al., 1993; Dampney, 1994; McKinley
e Johnson, 2004; Whyte e Johnson, 2005).

Com relagdo as areas mais anteriores do cérebro envolvidas com regulagdo
cardiovascular e com o controle do equilibrio hidroeletrolitico podemos destacar a area
septal medial (ASM), que € um subnticleo da area septal ou septum (Negro-Vilar et al.,
1967; Tanaka et al., 1988; Donevan and Ferguson, 1988; Luiz et al., 1991; Colombari et
al., 1994; Haibara et al., 1994; Callera et al., 1994). A area septal, que possui extensao
rostro-caudal de 1,56 mm (Swanson e Cowan, 1979), pode ser dividida em uma por¢ao
medial (ASM), porcao lateral (area septal lateral), em uma por¢ao posterior e finalmente
em uma por¢ao ventral. A ASM ¢ constituida primariamente de células colinérgicas e
gabaérgicas (Freund e Antal, 1988; Jones e Yakel, 1997). Os neurdnios colinérgicos bem
como os nao-colinérgicos presentes na ASM e na Banda Diagonal de Broca (BDB), que
fica ventral a ASM, sdo ricos em receptores colinérgicos (Rouse e Levey, 1996), sejam
eles muscarinicos (Disko et al., 1999) ou nicotinicos (Thinschmidt et al., 2005). Ademais,
estudo utilizando hibridizagdo in situ detectou a presenga do RNAm da enzima colina-
acetiltransferase, que cataliza a ligacdo da Acetil-CoA com a colina, formando a
acetilcolina (Bender et al., 1999), mostrando que células da ASM tem a enzima
necessaria para a sintese da acetilcolina.

Dados neuroanatomicos demonstraram que a ASM envia projecdes para a area
pré-optica medial (APM) e hipotdlamo lateral (HL) (Meibach e Siegel, 1977a; Swanson e
Cowan, 1979), que sdo regides hipotaldmicas muito importantes para a regulacdo
cardiovascular e do equilibrio hidroeletrolitico e também importantes para o controle da
secrecao salivar (Kucharczyk e Mogenson, 1975; Kucharczyk et al., 1976; Haibara et al.,
1994; Renzi et al., 2002; Lopes de Almeida et al., 2006). A ASM também envia
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projecdes aos nucleos paraventricular do hipotalamo (NPV) e supra-optico (NSO), que
contém os neurdnios que secretam vasopressina e ocitocina (Oldfield et al., 1985). Por
outro lado, a ASM recebe importante projecao do nticleo subfornical (OSF) (Swanson e
Cowan, 1979; Ferguson et al., 1985; Donevan e Ferguson, 1988), que também esta muito
envolvido com o controle cardiovascular e do equilibrio hidroeletrolitico (Simpson e
Routtenberg, 1973; Tanaka et al., 1988; Donevan e Ferguson, 1988;Colombari et al.,
1992a; Babic et al., 2004).

Interagdes funcionais de diferentes areas do SNC, como o OSF, HL e area pré-
optica lateral com a ASM para o controle do equilibrio hidroeletrolitico e regulagdo
cardiovascular foram descritos (Franci et al., 1980; Luiz et al., 1991; Colombari et al.,
1992b; Colombari et al., 1994; Haibara et al., 1994). Franci e cols. (Franci et al., 1980)
utilizando lesdes eletroliticas, mostraram uma interagdo entre a ASM e o HL para o
controle da natriurese e caliurese induzida pela estimulacdo colinérgica dessas areas. Foi
demonstrado também que a lesdo eletrolitica da ASM reduz as respostas pressora,
natriurética e dipsogénica induzida pela injecao intracerebroventricular (icv) do agonista
colinérgico, carbacol (Luiz et al., 1991). Uma interagdo funcional entre a ASM e o OSF,
que € um 6rgdo circunventricular, livre de barreira hematoencefalica e rico em receptores
de angiotensina II e receptores colinérgicos [revisdo em (Johnson e Loewy, 1990)]
também foi demonstrada (Colombari et al., 1994). Neste trabalho, ratos com lesdo da
ASM tiveram uma reducdo da ingestdo de agua e da resposta pressora induzida pela
angiotensina II injetada no OSF, enquanto que apenas a resposta pressora, mas nao a
dipsogénica induzida pela injecdo de carbacol no OSF foi reduzida, sugerindo a
existéncia de vias centrais separadas responsaveis pela ingestdo de agua induzida pela
ativagdo colinérgica ou angiotensinérgica do OSF (Colombari et al., 1994).

Em adi¢do aos estudos que empregaram lesdo da ASM, trabalhos da literatura que
utilizaram injegdes de drogas centralmente, demonstraram que a estimulacdo adrenérgica
ou colinérgica da ASM produz uma forte resposta dipsogénica, natriurética e pressora
(Saad et al., 1976; Colombari et al., 1992b; Haibara et al., 1994). Ademais, Rocha e cols.
(Rocha et al., 1985) mostraram a importancia de vias colinérgicas e adrenérgicas da ASM
para as respostas natriuréticas e caliuréticas a inje¢do icv de salina hipertonica em ratos,

sugerindo uma interagdo entre os tecidos periventriculares ¢ a ASM neste controle.
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Entretanto, efeitos inibitorios para a ingestdo de agua foram observados em estudos que
utilizaram uma lesdo extensa da area septal, envolvendo mais de um subnucleo (Blass e
Hanson, 1970; Blass et al., 1974). De maneira semelhante, a estimulagdo elétrica de sitios
localizados na area septal lateral promoveram hipotensao (Calaresu et al., 1976),
enquanto que a estimulagdo com o agonista colinérgico carbacol na ASM produz
aumento da pressao arterial (Colombari et al., 1992b; Haibara et al., 1994). Em conjunto,
esses dados sugerem que embora o septum possa ter uma funcdo heterogénea, a ASM
teria uma um efeito preferencialmente excitatorio sobre o controle da ingestao de agua e
sobre a regulagdo cardiovascular e do equilibrio hidroeletrolitico.

A pilocarpina, um agonista colinérgico muscarinico inicialmente extraido da

planta brasileira Pilocarpus jaborandi, age sobre as glandulas salivares e sudoriparas,

produzindo vasodilatagdo das artérias que irrigam as glandulas e conseqiiente salivagdo e
sudorese (Ferguson, 1993). Este efeito sialogogo, ou seja, a capacidade de induzir
salivagdo, da pilocarpina tem sido usado clinicamente para a reducdo dos sintomas da
xerostomia, que € caracterizada por uma reducgdo/auséncia da secre¢do salivar, e
consequentemente boca seca, dificuldade de alimentagao, desconforto ao falar (Ferguson,
1993). Embora uma acao direta da pilocarpina em receptores localizados nas glandulas
salivares estimulando a secre¢do salivar seja um mecanismo bastante aceitavel, estudos
recentes t€ém demonstrado que a maior parte da salivagdo induzida pela injegdo mesmo
que periférica de pilocarpina depende de mecanismos encefalicos. Podemos citar, por
exemplo, trabalhos em que a salivacdo induzida pela pilocarpina periférica
(intraperitoneal, ip) foi reduzida pela lesdo eletrolitica de estruturas prosencefilicas,
como a regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V), o HL e a APM (Renzi et al.,
1993; Renzi et al., 2002; Lopes de Almeida et al., 2006). Outro dado experimental
importante ¢ que a injecdo icv de pilocarpina também produz intensa salivag¢do, que
também ¢ bloqueada pela lesdo da regido AV3V ou do HL (Renzi et al., 1993; Renzi et
al., 2002). Portanto, estes estudos demonstraram claramente que a secreg¢do salivar
induzida pela pilocarpina administrada periférica ou centralmente depende de estruturas
cerebrais. Além dos estudos de lesdes, Takakura e cols. (Takakura et al., 2003b)
demonstraram que a secre¢do salivar induzida pela pilocarpina ip foi reduzida apods a

injecdo de metil-atropina icv. Este estudo sugere que a secrecdo salivar induzida pela
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injecdo ip de pilocarpina além de ativar receptores colinérgicos muscarinicos periféricos,
também ativa receptores colinérgicos muscarinicos centrais (Takakura et al., 2003b). Até
0 momento ndo sabemos se a ASM participa das vias centrais envolvidas com a secre¢do
salivar. Uma vez que a ASM tem uma estreita relacdo com a regido AV3V (Colombari et
al., 1992b) e 0 com o HL (Meibach e Siegel, 1977b; Swanson e Cowan, 1979), sendo que
este ultimo se projeta diretamente para os neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos do
nucleo salivatorio (Jansen et al., 1992) e diretamente para as glandulas salivares
(Htibschle et al., 1998), seria possivel que a ASM fizesse parte da circuitaria neural
envolvida na secre¢do salivar induzida pela pilocarpina.

Além da secrecao salivar, a injecdo periférica (ip) de pilocarpina promove
aumento da pressdo arterial associada a um aumento na resisténcia vascular mesentérica,
sem alteracdes na resisténcia para os membros posteriores ou na freqiiéncia cardiaca
(Moreira et al., 2003a; Takakura et al., 2005). Este efeito pressor da pilocarpina ip muito
se assemelha aos efeitos na pressdo arterial apds a injecdo central de agonistas
colinérgicos, como o carbacol (Hoffman et al., 1977; Luiz et al., 1991; Colombari et al.,
1992b; Colombari et al., 1994; Haibara et al., 1994). De fato, os efeitos cardiovasculares
da pilocarpina ip dependem do SNC (Takakura et al., 2005), haja vista que a lesdo aguda
(1 h a7 dias) da regido AV3V bloqueia a resposta pressora induzida pela pilocarpina ip,
sendo que 1 h ou 2 dias apos a lesdo, a resposta pressora da pilocarpina ip ¢ até mesmo
convertida em hipotensdao, mostrando que o efeito pressor da pilocarpina depende
exclusivamente de mecanismos centrais (Takakura et al., 2005). Na auséncia destes
mecanismos encefalicos, aparece apenas o efeito periférico hipotensor da pilocarpina que
¢ semelhante ao da acetilcolina (Feigl, 1975; Takakura et al., 2005).

A pilocarpina ip, também produz uma vasodilatacdo na arteriola que irriga as
glandulas salivares, que pode contribuir para a secre¢do salivar (Takakura et al., 2005).
Visto que o efeito na pressdo arterial induzido pela pilocarpina ip tem uma grande
dependéncia de mecanismos encefalicos e que alteragdes na hemodinamica podem alterar
o fluxo sanguineo que irriga as glandulas salivares, associado ao fato que a ASM tem
receptores colinérgicos e tem conexdes com regides do encéfalo importantes para o
equilibrio hidroeletrolitico, também nos propusermos a estudar a participacdo da ASM

sobre a resposta pressora induzida pela pilocarpina periférica.
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Outro efeito interessante da pilocarpina ¢ que este agonista quando injetado ip
induz ingestdo de agua (Fregly, 1980; Fregly et al., 1981; Sato et al., 2006). Ou seja, a
pilocarpina além de aumentar a secre¢do salivar e a pressao arterial, também produz sede.
A resposta dipsogénica da pilocarpina ip parece também depender de mecanismos
encefalicos, pois a inje¢do de metil-atropina icv reduz esta ingestdo de dgua (Sato et al.,
2006). De maneira semelhante ao observado na pressao arterial, os efeitos da pilocarpina
ip na ingestdo de agua, também se assemelham aos efeitos de agonistas colinérgicos
injetados centralmente (Luiz et al., 1991; Colombari et al., 1992a;Colombari et al.,
1992b; Colombari et al., 1994; Haibara et al.,, 1994). Ou seja, também neste caso, ¢
possivel que haja uma possivel participagdo da ASM nas respostas dipsogénicas
induzidas pela pilocarpina ip.

Considerando a grande participagdo da ASM nos efeitos cardiovasculares e
dipsogénicos induzidos pelas injegdes centrais de agonistas colinérgicos, como o
carbacol, ¢ possivel que haja uma participagio da ASM nas respostas pressora,
dipsogénica e sialogoga induzidas pela administracdao periférica do agonista colinérgico
muscarinico pilocarpina. Outros estudos interessantes, que ainda ndo foram realizados,
sdo verificar os efeitos na secre¢do salivar, ingestdo de agua e nas respostas

cardiovasculares induzidas pela injecdo de pilocarpina na ASM.

24



2. OBJETIVOS

Portanto, os objetivos da dissertagdo presente foram:
1) verificar os efeitos da lesdo eletrolitica da ASM sobre a salivagdo, resposta
dipsogénica e respostas cardiovasculares induzidas pela pilocarpina periférica;
2) verificar os efeitos do bloqueio de receptores colinérgicos muscarinicos na ASM sobre
a salivacao, resposta dipsogénica e respostas cardiovasculares induzidas pela pilocarpina
periférica;
4) verificar a participacdo do sistema nervoso simpatico (componente neural) e da
secregdo de vasopressina (componente hormonal) nas respostas cardiovasculares induzida
pela pilocarpina periférica;
3) verificar os efeitos da injecdo de pilocarpina na ASM sobre a salivagdo, ingestdo de

agua e respostas cardiovasculares.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman com peso variando entre 280 a 320 g,
procedentes do Biotério do Campus de Araraquara, UNESP. Os animais foram mantidos
com agua de torneira e racao granulada ad libitum em gaiolas individuais. A temperatura
ambiente foi de 23 + 2 °C, e o ciclo claro/escuro definido por luzes acesas das 7:30 as
20:00. Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica Animal da Faculdade de
Odontologia de Araraquara-UNESP (protocolo: CEEA 14/2006).

3.2. Técnica de lesdo eletrolitica da ASM

Os animais foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg de peso corporal) e
xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo
Kopf 900). Ap6s a incisdo longitudinal da pele e do tecido subcutineo da cabeca, o
periosteo foi afastado, as suturas de bregma e lambda foram expostas, e serviram como
referéncia para nivelamento da cabecga do animal. Determinado o ponto de introdugdo do
eletrodo, foi executada a trepanagdao da abdbada com auxilio de uma broca esférica,
tomando-se o cuidado para evitar lesdo do seio venoso longitudinal. Através desse
orificio, apds o afastamento cuidadoso do seio venoso longitudinal com auxilio de uma
agulha hipodérmica, foi introduzido um eletrodo de tungsténio, isolado em toda extensao,
exceto 0,5 mm da extremidade. Os parametros estereotaxicos utilizados para a
localizagdo da éarea septal medial (ASM) foram baseados nos parametros estereotaxicos
do Atlas de Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 1986), a saber: AP = 0,7 mm rostral ao
bregma; L= 0,0 mm do seio venoso; V = 5,8 mm abaixo da superficie do osso. A lesdao
eletrolitica foi realizada por meio de duas correntes de 2 mA por 5 s, com intervalo de 30
s entre elas. Nos ratos com lesdo ficticia (LF), o eletrodo foi posicionado nas mesmas
coordenadas, exceto que nao foi passada corrente. Apds a lesdo, a pele foi suturada e uma
dose profilatica de penicilina (50.000 UI) foi injetada intramuscularmente e uma dose de
antiinflamatorio foi injetada subcutaneamente (Ketoflex 1 %, 0,5 mg/kg de peso

corporal).
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3.3. Técnica de implante de canula na ASM

Os animais foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg de peso corporal) e
xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo
Kopf 900). Apds a incisdo longitudinal da pele e do tecido subcutineo da cabeca, o
peridsteo foi afastado, as suturas de bregma e lambda foram expostas, e serviram como
referéncia para nivelamento da cabega do animal. Determinado o ponto de introducao da
canula de aco inoxidavel (12 x 0,7 mm d.1.), foi executada a trepanagdo da abdbada com
auxilio de uma broca esférica, tomando-se o cuidado para evitar lesdo do seio venoso
longitudinal. Através desse orificio, apds o afastamento cuidadoso do seio venoso
longitudinal com auxilio de uma agulha hipodérmica, a canula foi introduzida baseado
nos parametros estereotaxicos do Atlas de Paxinos e Watson (Paxinos and Watson,
1986), a saber: AP = 0,7 mm rostral ao bregma; L= 0,0 mm do seio venoso; V = 3,8 mm
abaixo da superficie do osso. As canulas foram fixadas nas cabegas dos ratos com
parafusos e resina acrilica e uma dose profilatica de penicilina (50.000 UI) foi injetada
intramuscularmente ¢ uma dose de antiinflamatorio foi injetada subcutaneamente

(Ketoflex 1 % 0,5mg/kg de peso corporal).

3.4. Microinjegdo de drogas

As inje¢des na ASM foram feitas com seringa de microlitro Hamilton (5 pL),
conectada a uma canula injetora de ago inoxidavel com 14 mm de comprimento (2 mm a
mais que a canula-guia implantada na ASM), através de um tubo de polietileno (PE-10).

O volume injetado foi de 0,5 pL.

3.5. Coleta da Saliva

Para testar a secrecdo salivar, em ratos anestesiados com ketamina (100 mg/kg
peso corporal) a cavidade oral foi secada com algoddo, e quatro pequenas bolas de
algodao pré-pesadas foram inseridas na cavidade oral de cada rato: uma de cada lado
entre os dentes e a mucosa bucal, ¢ uma acima e outra abaixo da lingua. As bolas de
algodao foram removidas apos 7 minutos ¢ pesadas novamente em uma balanga (Ohaus

balance, 0.0001 g). A massa de saliva secretada foi calculada subtraindo o peso inicial
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com o peso final das quatro bolas de algodao. Esta técnica foi descrita anteriormente por

Renzi e cols. (Renzi et al., 1993).

3.6. Medida de ingestao de dgua
A quantidade de 4gua ingerida foi quantificada por meio de buretas de vidro
graduadas em 0,1 mL, adaptadas com um bico de metal. Os animais ndo tiveram acesso a

racdo durante os experimentos de ingestao.

3.7. Registro da pressao arterial (PA) e da freqiiéncia cardiaca (FC) em ratos ndo
anestesiadoss e anestesiados

No dia anterior ao experimento, os animais foram anestesiados com uma mistura
de ketamina (80 mg/kg de peso corporal) e xilazina (7 mg/kg de peso corporal) para a
canulacdo da artéria e veia femoral, para o registro da pressdo arterial pulsatil (PAP),
pressdo arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC) e infusdo de drogas
respectivamente. As canulas consistiam em tubos de polietileno PE-10 soldados a tubos
de polietileno PE-50. No final da canulagdo da artéria e veia femoral, as canulas foram
exteriorizadas e suturadas na pele do dorso do animal. As céanulas foram entdo
preenchidas com uma solu¢do de heparina 2% (Liquemine, Roche, 500 U.L.). No dia
seguinte, a canula para registro da pressdo arterial foi conectada a um transdutor de
pressao (Stathan Gould) e acoplado a um amplificador (ETH-200, CB SCIENCES INC) e
a um sistema de aquisi¢do e analise de dados (PowerLab, ADInstruments). A PAP, PAM
e a FC foram registradas simultaneamente. A PAM foi calculada a partir do sinal de PAP.

A FC foi calculada como a freqiiéncia instantanea do sinal de PAP.

3.8. Drogas
e cloridrato de pilocarpina injetada perifericamente (1 mg/kg de peso corporal)
ou injetada na ASM (100, 200 e 500 nmol/0,5 pL): agonista colinérgico

muscarinico.
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e metil-atropina (brometo de metil-atropina), 4 ¢ 8 nmol/0,5 pL: antagonista
colinérgico muscarinico. Essas doses foram usadas baseadas em estudos
anteriores do laboratorio (Takakura et al., 2003b).

e fenilefrina 5 pg/kg de peso corporal: agonista adrenérgico al.

e prazosin 1 mg/kg de peso corporal: antagonista al-adrenoceptor.

e Vasopressina 12 ng/0,1 mL por rato: agonista vasopresinérgico.

e [B-Mercapto—B,B-cyclopentamethylenepropionyl,O-me-Tyr*, Arg*]-
vasopressina (composto de Manning; antagonista seletivo de receptor de
vasopressina Vi, (10 pg/kg de peso corporal).

e cloridrato de acetilcolina (8 nmol/0,1 mL por rato): agonista colinérgico.

Todas as drogas foram adquiridas da Sigma, USA.

Todas as drogas foram dissolvidas em salina (NaCl 0,15 M).

3.9.Histologia

Ao final dos experimentos, os animais receberam inje¢cao de 0,5 uL. de corante na
ASM, exceto os animais que sofreram lesdo eletrolitica da ASM ou lesdo ficticia e sob
anestesia profunda com tiopental de sédio (60 mg/kg de peso corporal), o coracdo dos
animais foi exposto cirurgicamente e foi realizada primeiramente perfusdo de solucdo
salina isotonica e a seguir de solugdo de formalina a 10%. A seguir, os encéfalos foram
retirados ¢ mergulhados no mesmo agente fixador por pelo menos 72h. Posteriormente,
os encéfalos foram seccionados em cortes coronais de 50 um de espessura em um
microtomo de congelamento (Leica SM 2000 R). Os cortes obtidos foram corados pela

técnica de Nissl para posterior analise do local da lesao ou implante de canula na ASM.

3.10. Anadlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Andlise de
variancia (ANOVA, uma ou duas vias conforme o indicado) seguida de teste LSD de
Fisher ou test ¢ de Student foram usados para comparacdes. O indice de significancia foi

fixado em P < 0,05.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1. Estudo dos efeitos da lesdo eletrolitica da ASM sobre a salivacdo e sobre as
respostas dipsogénicas e cardiovasculares induzidas pela pilocarpina periférica

Com o objetivo de verificar se as vias neurais da ASM estdao envolvidas com as
respostas induzidas pela administragdo de pilocarpina periférica, a saber: secre¢do salivar,
ingestdo de agua e respostas cardiovasculares, foram realizados grupos de animais
diferentes para cada procedimento experimental. Dentro de cada protocolo, foram
realizados grupos de animais com lesdo aguda ou cronica e seus respectivos controles
com lesdo ficticia. A administra¢do de pilocarpina foi realizada intraperitonealmente (ip)

ou intravenosamente (iv), conforme o protocolo experimental.

4.1.1. Efeitos da lesdo eletrolitica da ASM (1 ou 15 dias) na secrecio salivar induzida
pela pilocarpina ip

Animais com lesdo aguda (1 dia) ou cronica (15 dias) da ASM e seus respectivos
grupos com lesdo ficticia (LF), foram anestesiados com ketamina, (100 mg/kg de peso
corporal). Apds serem anestesiados, foi realizada uma injecdo de pilocarpina ip (1 mg/kg
de peso corporal). Um outro grupo com lesio ASM ou LF recebeu injecao de salina ip
(NaCl 0,15 M, 1 mg/kg de peso corporal). Ap6s 10 minutos da inje¢@o de pilocarpina ip
ou salina ip, as bolas de algodao pré-pesadas foram inseridas na cavidade oral e a saliva
foi coletada por 7 minutos.

O periodo de 7 minutos para a coleta da saliva foi escolhido, pois: a) sob a
ativagdo com pilocarpina, uma quantidade significante de volume ¢ secretada nesses 7
minutos; b) as quatro bolas de algodado tém capacidade de incorporar (ou absorver) toda a
saliva secretada durante estes 7 minutos pela ativacao pela pilocarpina na dose utilizada
neste estudo. Esta metodologia foi descrita anteriomente por Renzi e cols. (Renzi et al.,

1993).

4.1.2. Efeitos da lesdo eletrolitica da ASM (1 ou 15 dias) sobre a ingestdo de dgua em

ratos tratados com pilocarpina ip
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Em outro grupo de ratos com lesdo aguda (1 dia) ou cronica (15 dias) da ASM e
seus respectivos grupos com LF, a ingestdo de agua foi induzida pela administracao de
pilocarpina ip (1 mg/kg de peso corporal). Um outro grupo com lesio ASM ou LF
recebeu injecdo de salina ip (NaCl 0,15 M, 1 mg/kg de peso corporal). Imediatamente
apds a injecdo ip de pilocarpina ou salina, as buretas de adgua foram oferecidas aos
animais e as medidas foram feitas aos 15, 30, 45, 60 minutos. Durante todo o

experimento os animais nao tiveram acesso a ragao.

4.1.3. Efeitos da lesdo eletrolitica na ASM (1 hora) sobre as alteragoes
cardiovasculares induzidas pela injecdo de pilocarpina iv em ratos anestesiados

Um grupo de animais foi submetido a canulacdo da artéria e veia femorais no dia
anterior ao experimento. No dia seguinte, os animais foram conectados ao sistema de
aquisicao de dados para o registro das variaveis cardiovasculares. A seguir, os ratos foram
anestesiados com uma mistura de o-—cloralose (60 mg/kg) e uretana (1,0 g/kg),
submetidos a traqueostomia para reduzir a resisténcia nas vias aéreas, € procedeu-se a
lesdo eletrolitica da ASM ou lesao ficticia (LF). Apés uma hora da lesdo eletrolitica da
ASM ou LF, foi feita a administragdo de salina iv (NaCl 0,15 M 1 mg/kg de peso
corporal), e 30 min apos, foi realizada a administracao de pilocarpina iv (1 mg/kg de peso

corporal).

4.1.4. Efeitos da lesio eletrolitica na ASM (1 ou 15 dias) sobre as alteracoes
cardiovasculares induzidas pela injecdo de pilocarpina iv em ratos ndo anestesiados

No grupo com lesdo aguda (1 dia) da ASM, a canulagdo da artéria e veia femorais
foi realizada imediatamente ap6s a lesdo da ASM ou LF. No grupo com lesdo cronica da
ASM, a canulagdo da artéria e veia femorais foi realizada 14 dias ap6s a lesdo da ASM ou
LF. No dia seguinte a canulacdo, os animais foram conectados ao sistema de aquisi¢cao de
dados para o registro das variaveis cardiovasculares. Apds 20 min de registro controle, foi
feita a administragdo de salina iv (NaCl 0,15 M, 1 mg/kg de peso corporal), e 30 min
apos, foi realizada a administracdo iv de pilocarpina (1 mg/kg de peso corporal). Este

protocolo foi realizado em ratos acordados.
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Nos animais com lesdo cronica da ASM, foi feita a medida da ingestdo diaria de
dgua nos ratos com lesdo eletrolitica da ASM ou LF desde 1 dia antes até o 12° dia apos a
lesdo, com o objetivo de verificar se a lesdo eletrolitica da ASM altera a ingestdo didria de
agua como trabalhos anteriores mostram que a lesdo total da éarea septal promove

hiperdipsia.

4.2. Estudo dos efeitos do bloqueio de receptores colinérgicos muscarinicos na ASM
sobre a salivacdo, sobre a resposta dipsogénica e sobre a resposta pressora induzidas
pela pilocarpina periférica

Os objetivos destes protocolos foram verificar se vias colinérgicas da ASM estdo
envolvidas com os efeitos na secre¢do salivar, na ingestdo de adgua e sobre os efeitos

cardiovasculares induzidos pela pilocarpina periférica (ip ou iv).

4.2.1. Efeito do bloqueio de receptores colinérgicos muscarinicos na ASM sobre a
salivagdo induzida pela pilocarpina ip

Animais com implante de canulas na ASM, realizado 5 a 7 dias antes do
experimento, foram anestesiados com ketamina (100 mg/kg de peso corporal). Apds
serem anestesiados, metil-atropina (4 ou 8 nmol/0,5 puL) ou salina (NaCl 0,15 M, 0,5 uL)
foram injetados na ASM 15 min antes da inje¢do de pilocarpina ip (1 mg/kg de peso
corporal) ou salina ip. Apds 10 minutos da injecao ip de pilocarpina ou salina, as bolas de
algodao pré-pesadas foram inseridas na cavidade oral e a saliva foi coletada por 7
minutos. Os protocolos realizados foram: metil-atropina (ASM) + pilocarpina ip, salina
(ASM) + pilocarpina ip, metil-atropina (ASM) + salina ip, salina (ASM) + salina ip.
Metade do grupo dos animais recebeu um tratamento e outra metade recebeu outro
tratamento. A cada dois dias os protocolos eram invertidos de maneira contrabalanceada,
de forma que todos os animais receberam todos os tratamentos. Foram realizados grupos

experimentais diferentes para cada dose de metil-atropina.

4.2.2. Efeito do bloqueio de receptores colinérgicos muscarinicos na ASM sobre a

resposta dipsogenica induzida pela pilocarpina ip
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Em outro grupo de ratos com implante de canulas na ASM, realizado 5 a 7 dias
antes do experimento, a ingestao de agua foi induzida pela administragdo de pilocarpina
ip (1 mg/kg de peso corporal). Metil-atropina (4 ou 8§ nmol/0,5 puL) ou salina (NaCl 0,15
M, 0,5 pL) foram injetadas na ASM 15 min antes da injecao ip de pilocarpina (1 mg/kg
de peso corporal) ou salina ip. Imediatamente apds as inje¢des de pilocarpina ou salina ip,
as buretas de 4gua foram oferecidas aos animais e as medidas foram feitas aos 15, 30, 45,
60 minutos. Durante todo o experimento os animais nao tiveram acesso a racdo. Os
protocolos realizados foram: metil-atropina (ASM) + pilocarpina ip, salina (ASM) +
pilocarpina ip, metil-atropina (ASM) + salina ip, salina (ASM) + salina ip. Metade do
grupo dos animais recebeu um tratamento e outra metade recebeu outro tratamento. A
cada dois dias os protocolos eram invertidos de maneira contrabalanceada, de forma que
todos os animais receberam todos os tratamentos. Foram realizados grupos experimentais

diferentes para cada dose de metil-atropina.

4.2.3. Efeito do bloqueio de receptores colinérgicos muscarinicos na ASM sobre as
respostas cardiovasculares induzida pela pilocarpina iv em ratos acordados

Em um grupo com implante na ASM, realizado 5 a 7 dias antes do experimento, a
canulagdo da artéria e veia femorais foi realizada no dia anterior ao experimento. No dia
seguinte, os animais foram conectados ao sistema de aquisicdo de dados para o registro
das variaveis cardiovasculares. As variaveis cardiovasculares foram analisadas em ratos
acordados. Os animais receberam salina iv (NaCl 0,15 M, 1 mg/kg peso corporal) e
posterior injecdo de metil-atropina (4 ou 8 nmol/ 0,5 puL) ou salina (NaCl 0,15 M, 0,5 uL)
na ASM 15 minutos antes da injecdao iv de pilocarpina (1 mg/kg de peso corporal).
Metade do grupo dos ratos recebeu salina na ASM + pilocarpina iv e a outra metade
recebeu metil-atropina na ASM + pilocarpina iv. Os grupos foram invertidos no dia
seguinte. No dia seguinte os protocolos foram invertidos, de forma que todos os animais
receberam todos os tratamentos. Foram realizados grupos experimentais diferentes para

cada dose de metil-atropina.

4.2.4. Efeito do bloqueio de receptores colinérgicos muscarinicos na ASM sobre as

respostas cardiovasculares induzida pela acetilcolina iv em ratos acordados
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Com o objetivo de verificar se ha uma possivel alteragdo causada pela injecao de
metil-atropina na ASM sobre as respostas induzidas pela pilocarpina periférica era
decorrente de extravasamento da metil-atropina para a periferia, em um grupo de ratos
com implante na ASM, realizado 5 a 7 dias antes do experimento, foi feita a canulagdo da
artéria e veia femorais no dia anterior ao experimento. No dia seguinte, os animais foram
conectados ao sistema de aquisigdo de dados para o registro das varidveis
cardiovasculares. As variaveis cardiovasculares foram analisadas em ratos acordados, que
receberam salina iv 15 minutos antes da injecao de acetilcolina (8 nmol/0,1 mL por rato)
iv. Dez minutos apds a injecdo de acetilcolina iv, metil-atropina (4 nmol/0,5 uL) foi
injetada na ASM. Quinze minutos apds a inje¢do de metil-atropina na ASM, foi injetado

novamente acetilcolina iv.

4.3. Participacdo do sistema nervoso simpdtico e da vasopressina sobre as respostas
cardiovasculares induzidas pela pilocarpina periférica

Os objetivos destes protocolos foram verificar a participacdo do componente
neural (simpatico) e hormonal (vasopressina) sobre a resposta pressora induzida pela

pilocarpina periférica.

4.3.1. Efeito do bloqueio dos receptores de vasopressina (Vi,) sobre as respostas
cardiovasculares induzidas pela injecdo periférica de pilocarpina

Em um grupo de ratos, foi realizada a canulacdo da artéria e veia femorais no dia
anterior ao experimento. No dia seguinte, os animais foram conectados ao sistema de
aquisi¢do de dados para o registro das varidveis cardiovasculares realizadas em ratos
acordados. Os animais receberam a inje¢do do antagonista do receptor Vi, de
vasopressina (composto de Manning, 10 pg/kg de peso corporal) ou salina (NaCl 0,15 M,
1 mg/kg de peso corporal). Quinze minutos apds, foi feita a injecdo iv de pilocarpina (1
mg/kg de peso corporal). Metade do grupo recebeu salina iv + pilocarpina iv e a outra
metade recebeu antagonista do receptor Vi, de vasopressina (composto de Manning) iv +
pilocarpina iv. No dia seguinte os grupos foram invertidos, de forma que todos os animais

receberam todos os tratamentos. A eficacia do antagonista do receptor Vi, de
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vasopressina foi testada pela injecdo iv de vasopressina (12 ng/0,1 mL por rato) antes ¢

60 min apo6s a inje¢do iv do antagonista do receptor Vi, de vasopressina.

4.3.2. Participagdo do sistema nervoso simpdtico sobre as respostas cardiovasculares
induzidas pela injecdo periférica de pilocarpina

Em um grupo de ratos, foi realizada a canulacdo da artéria e veia femorais no dia
anterior ao experimento. No dia do experimento, os animais receberam a inje¢ao prazosin
(1 mg/kg de peso corporal) ou salina (NaCl 0,15 M, 1 mg/kg de peso corporal). Quinze
minutos apos, foi feita a injegdo iv de pilocarpina (1 mg/kg de peso corporal). Metade do
grupo recebeu salina iv + pilocarpina iv e a outra metade recebeu prazosin iv +
pilocarpina iv. No dia seguinte os grupos foram invertidos, de forma que todos os animais
receberam todos os tratamentos. A eficacia do prazosin foi testada pela injecdo iv de

fenilefrina (5 pg/kg de peso corporal) antes € 60 min apds a injecao iv de prazosin.

4.3.3. Efeitos do duplo bloqueio (simpdtico e vasopressinérgico) sobre as respostas
cardiovasculares induzidas pela injecdo periférica de pilocarpina

Em um grupo de ratos, foi realizada a canulacdo da artéria e veia femorais no dia
anterior ao experimento. No dia do experimento, os animais receberam a injegao iv de
prazosin (1 mg/kg de peso corporal) ou salina (NaCl 0,15 M, 1 mg/kg de peso corporal)
seguida ap6s 2 min da injecdo iv do antagonista do receptor Vi, de vasopressina
(composto de Manning, 10 pg/kg de peso corporal) ou de salina (NaCl 0,15 M, 1 mg/kg
de peso corporal). Quinze min apds o duplo bloqueio foi feita a injecao iv de pilocarpina
(1 mg/kg de peso corporal). Metade do grupo dos ratos recebeu salina iv + salina iv +
pilocarpina iv e a outra metade receberam prazosin iv + antagonista do receptor Vi, de
vasopressina iv + pilocarpina iv. No dia seguinte os grupos foram invertidos, de forma
que todos os animais receberam todos os tratamentos. A eficacia do prazosin e do
antagonista do receptor Vi, de vasopressina foi testada pela injecdo iv de fenilefrina (5
ug/kg de peso corporal) e de vasopressina (12 ng/0,1 mL por rato) antes e 60 min apds a

injecdo iv de prazosin e do antagonista do receptor V;, de vasopressina.
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4.4. Efeitos da injecdo de pilocarpina na ASM sobre a salivagdo, sobre a resposta
dipsogénica e sobre as respostas cardiovasculares

Os objetivos destes protocolos foram verificar os efeitos da ativagdo direta de
receptores colinérgicos muscarinicos na ASM pela pilocarpina sobre a secregdo salivar, a

ingestao de agua e sobre os efeitos cardiovasculares.

4.4.1. Efeitos da injecdo de pilocarpina na ASM sobre a salivagdo

Animais com implante de canulas na ASM, realizado 5 a 7 dias antes do
experimento, foram anestesiados com ketamina (100 mg/kg de peso corporal). Apds
serem anestesiados, salina (NaCl 0,15 M, 0,5 pL) foi injetada na ASM e apds 10 min a
bolas de algodao pré-pesadas foram inseridas na cavidade oral e a saliva foi coletada
durante 7 minutos. Cinco minutos ap6s a coleta de saliva apos salina na ASM, foi feita a
injecdo de pilocarpina na ASM (100, 200 ou 500 nmol/0,5 pL). Apdés 10 minutos da
injecdo de pilocarpina na ASM, bolas de algoddo pré-pesadas novamente foram inseridas
na cavidade oral e a saliva foi coletada por 7 minutos. Os mesmos animais receberam na
ASM injecdes das diferentes doses de pilocarpina, em intervalos de dois dias entre cada

injecdo. As doses de pilocarpina na ASM foram realizadas de maneira aleatoria.

4.4.2. Efeitos da injecdo de pilocarpina na ASM sobre a ingestio de dgua

Em outro grupo de ratos com implante de canulas na ASM, realizado 5 a 7 dias
antes do experimento, a ingestdao de agua foi induzida pela administragdo de pilocarpina
na ASM (100, 200 ou 500 nmol/0,5 pL) e de salina (NaCl 0,15 M, 0,5 pL). Salina foi
injetada na ASM e imediatamente apos a injecao, buretas de agua foram oferecidas aos
animais e as medidas foram feitas durante 60 minutos em intervalos de 15 minutos cada.
No final desta 1 h, foi injetado pilocarpina na ASM (100, 200 ou 500 nmol/0,5 pL) e
imediatamente apds as medidas de ingestdo de dgua foram feitas aos 15, 30, 45 e 60
minutos. Durante todo o experimento os animais ndo tiveram acesso a ra¢do. Os mesmos
animais receberam na ASM inje¢des de diferentes doses de pilocarpina, em intervalos de
dois dias entre cada inje¢do. As doses de pilocarpina na ASM foram realizadas de

maneira aleatoria.
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4.4.3. Efeitos da injecdao de pilocarpina na ASM sobre a pressao arterial (PA) e
freqiiéncia cardiaca (FC) em ratos acordados

Em outro grupo de animais com implante de canula-guia na ASM, realizado 5 a 7
dias antes do experimento, foi realizada a canulacdo da artéria e veia femorais no dia
anterior ao registro das variaveis cardiovasculares. Em ratos acordados, foi feita a injecao
de salina (NaCl 0,15 M, 0,5 uL) na ASM 15 min antes da injecdo de pilocarpina (100,
200 ou 500 nmol/0,5 puL) na ASM. Os protocolos foram realizados durante trés dias
seguidos em todos os animais, e as doses de pilocarpina foram injetadas de forma

aleatoria.
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5. RESULTADOS
5. 1. Histologia

As figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, fotomicrografias representativas de

um animal com lesao eletrolitica da ASM e outro animal com microinjecdona ASM.

FIGURA 1: Fotomicrografia de corte transversal do prosencéfalo representativo de um
animal do grupo mostrando o local de lesdo da ASM (seta). ca: comissura anterior, VL:

ventriculo lateral. Aumento de 12,5 X.
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FIGURA 2: Fotomicrografia de corte transversal do prosencéfalo representativo de um
animal do grupo mostrando o local de injecdo na ASM (seta). ca: comissura anterior, VL:

ventriculo lateral. Aumento de 12,5 X.
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5.2 Esquema com o espalhamento da metil-atropina na ASM

Esquema da ASM retirado do atlas de Paxinos e Watson (1996) mostrando o
espalhamento da injecdo de metil-atropina na ASM. O esquema do espalhamento foi feito
baseado na dispersao rostro-caudal e dorso-ventral e radial do corante Azul de Evans, que
foi injetado como marcador das inje¢des na ASM no final dos experimentos. Como
podemos observar a metil-atropina possui um espalhamento rostro-caudal de 1,44 mm,
sendo que a ASM possui extensdo rostro-caudal de 1,56 mm. Além disso, ndo ha

espalhamento radial, mostrando que a injecdo de metil-atropina na ASM, ndo poderia

estar atingindo o VL.
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FIGURA 3: Esquema mostrando o espalhamento da metil-atropina na ASM. O bregma

inicial € de 1,56mm e o bregma final ¢ de 0,12 mm.
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5.3. Efeitos da lesao eletrolitica na ASM (1 ou 15 dias) sobre a salivacdo induzida

pela pilocarpina ip

Como podemos observar na figura 4A, a injecado ip de pilocarpina (PILO, 1 mg/kg
de peso corporal) promoveu um aumento na secre¢ao salivar nos ratos com lesao ficticia
(LF, 501 + 30 vs. salina ip: 60 £ 7 mg/7 min), bem como nos ratos com lesao aguda (1
dia) da ASM (262 + 45 vs. salina ip: 64 £ 12 mg/7 min). Entretanto, a salivagao induzida
pela PILO ip foi reduzida pela lesdo aguda da ASM (262 + 45 vs. LF: 501 + 30 mg/7
min), [F(3,35) =91,848; P <0,001].

No grupo com lesdao cronica da ASM (15 dias), podemos observar na figura 4B
que a inje¢do ip de PILO também promoveu um aumento na secre¢ao salivar nos ratos
com lesdo ficticia (588 + 37 vs. salina ip: 55 = 17 mg/7 min) e nos ratos com lesao
cronica da ASM (512 + 47 vs. salina ip: 53 £ 12 mg/7 min), [F (3,31) = 98,406; P <
0,001]. No entanto, ao contrario do observado nos ratos com lesdo aguda da ASM, a
saliva¢do induzida pela PILO nos ratos com lesdo cronica da ASM foi equivalente a

observada nos ratos LF (lesao ASM: 512 +£47 vs. LF: 587 = 36 mg/7 min), (P > 0,05).
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FIGURA 4: Secrecdo salivar induzida pela pilocarpina (PILO, 1 mg/kg de peso corporal)
ip ou salina ip em ratos com: A) lesdo aguda (1 dia) da ASM ou lesao ficticia (LF) ou B)
lesdo cronica (15 dias) da ASM ou lesdo ficticia (LF). * diferente de salina ip e t diferente
de LF + PILO ip. Os resultados foram expressos como média + EPM. Entre parénteses
estd representado o nimero de animais. ANOVA de uma via associado ao teste LSD de

Fisher; P < 0,05.
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5.4. Efeitos da lesido eletrolitica da ASM (1 ou 15 dias) sobre a ingestio de agua

induzida pela pilocarpina ip

Os ratos com lesdo aguda (1 dia) ASM e com lesdo ficticia (LF) que foram
submetidos a inje¢do de PILO (1 mg/kg peso corporal) ip tiveram um aumento da
ingestdao de agua quando comparados com seus respectivos controles que receberam
salina ip (lesao ASM + PILO ip: 2,6 £ 0,4 vs. lesdio ASM + salina ip: 0,8 £ 0,2 mL/lh e
LF + PILO ip: 4,0 £ 0,4 vs. LF + salina ip: 0,4 £ 0,2 mL/1h). Todavia, a resposta
dipsogénica induzida pela PILO ip nos ratos com lesao aguda da ASM (2,6 + 0,4 mL/1h)
foi menor do que a observada nos ratos LF (4,0 £ 0,4 mL/1h), [F (3,132) = 51,182; P <
0,001], figura SA.

No grupo com lesdo cronica da ASM (15 dias), verificamos que a PILO ip
também induziu aumento da ingestdo de agua nos grupos com lesio ASM ou LF
comparada aos animais com o mesmo tipo de lesdo submetidos a salina ip (lesio ASM +
PILO ip: 2,3 £ 0,5 vs. lesdo ASM + salina ip: 0,9 £ 0,3 mL/1h e LF + PILO ip: 4,0 £ 0,2
vs. LF + salina ip: 0,9 = 0,6 mL/1h). A semelhan¢a do observados nos ratos com lesio
aguda, os ratos com lesdo cronica da ASM também tiveram uma menor ingestdo de dgua
(2,3 £ 0,5 mL/1h) quando comparado aquela observada nos ratos LF (4,0 = 0,2 mL/1h),
[F (3,112) =24,253;P < 0,001], figura 5B.
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FIGURA S5: Ingestdo de agua induzida pela pilocarpina (PILO, 1 mg/kg de peso
corporal) ip ou salina ip em ratos com: A) lesdo aguda (1 dia) da ASM ou lesao ficticia
(LF) ou B) lesdo cronica (15 dias) da ASM ou lesdo ficticia (LF). * diferente de salina ip
e t diferente de LF + PILO ip. Os resultados foram expressos como média = EPM. Entre

parénteses estd representado o numero de animais. ANOVA de duas vias associado ao

teste LSD de Fisher, P < 0,05.
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5.5. Efeitos da lesao eletrolitica (1 hora) da ASM sobre as alteracoes na pressio

arterial (PA) e freqiiéncia cardiaca (FC) induzidas pela pilocarpina iv em ratos

anestesiados

Em ratos anestesiados, 1 hora apods a lesdo da ASM ou LF, observamos que a
PILO (1 mg/kg de peso corporal) injetada intravenosamente aumentou significantemente
a PAM tanto nos ratos com lesdo aguda (1 hora) da ASM (31 £+ 8 vs. salina ip: 2 + 2
mmHg) quanto nos ratos LF (42 + 12 vs. salina ip: 1 = 2 mmHg), [F(3,20) = 8,431; P <
0,001]. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre o aumento de PAM induzido
pela PILO entre os ratos com lesdao da ASM (31 + 8 mmHg) e LF (42 + 12 mmHg), (P =
0,279), figura 6A.

A PILO iv, em ratos anestesiados, causou taquicardia tanto nos ratos com lesdo de
1 hora da ASM (54 £ 15 vs. salina ip: -1 &= 6 bpm) quanto nos ratos LF (60 + 18 vs. salina
ip: 1 =5 bpm), [F(3,20) = 6,907; P < 0,05]. Da mesma forma que o observado na pressao
arterial, ndo houve diferenca entre a taquicardia induzida pela PILO iv em ratos com
lesao ASM (54 + 15 bpm) comparado com os ratos LF (60 + 18 bpm), (P =0,757), figura
6B.

Nao houve diferenga entre os grupos na PAM basal (lesdo ASM: 112 + 4 vs. LF:
117 = 3 mmHg), [F(1,10) = 1,074; P= 0,324] e FC basal (lesio ASM: 375 + 13 vs. LF:
383 £ 19 bpm), [F(1,10) = 0,109; P=0,748].
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FIGURA 6: A) variacao da pressao artéria média (PAM) em ratos com lesdo aguda (1
hora) da ASM ou lesdo ficticia (LF), B) variacdo da freqiiéncia cardiaca (FC) em ratos
com lesdo aguda (1 hora) da ASM ou lesdo ficticia (LF) apds a administrag@o intravenosa
(iv) de pilocarpina (PILO, 1 mg/kg de peso corporal) ou salina. *diferente de salina iv. Os
resultados foram expressos como média + EPM. Entre parénteses esta representado o

numero de animais. ANOVA de uma via associado ao teste LSD de Fisher, P < 0,05.
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5.6. Efeitos da lesao eletrolitica (1 ou 15 dias) da ASM sobre as alteracoes na pressiao

arterial (PA) e freqiiéncia cardiaca (FC) induzidas pela pilocarpina iv em ratos nio

anestesiados

Foi observado um aumento da PAM apds a injegdo iv de PILO (1 mg/kg de peso
corporal) em ratos acordados, submetidos a lesdo aguda (1 dia) da ASM (44 + 8 vs.
salina: 1 £ 3 mmHg ) ou LF (46 + 7 vs. salina: -6 = 3 mmHg), [F (3,24) = 21,074; P <
0,001], figura 7A. A lesdo de 1 dia da ASM nao foi capaz de alterar o aumento de PAM
causado pela injegdo de pilocarpina iv (lesio ASM: 44 + 8 vs. LF: 46 £ 7 mmHg), (P =
0,876). A injecao de PILO ndo causou alteracdes significantes na FC dos ratos lesados (-
14 £+ 13 vs. salina: -10 &= 6 bpm) ou nos ratos LF (-7 £+ 18 vs. salina: 1 £ 8 bpm), [F (3,24)
=0,299; P = 0,826], figura 7B.

Como podemos observar na figura 8A, nos ratos com lesdo cronica (15 dias), a
injecdo iv de PILO em rato acordados, também causou aumento da PAM tanto nos ratos
lesados (55 + 3 vs. salina: -3 &+ 2 mmHg) quanto nos ratos LF (60 £ 3 vs. salina: 2 &+ 2
mmHg), [F (3,24) = 156,040; P < 0,001]. A lesdo cronica da ASM também nio alterou o
aumento da PAM induzida pela PILO iv (55 £+ 3 vs. LF: 60 = 3 mmHg), (P = 0,194). A
PILO iv causou bradicardia tanto nos ratos com lesdo cronica da ASM (-36 + 11 vs.
salina: 15 £+ 9 bpm) quanto nos ratos com lesdo ficticia (-41 + 9 vs. salina: -4 + 6 bpm), [F
(3,24) = 9,165; P < 0,001], figura 8B. A lesdo cronica (15 dias) da ASM nao foi capaz
alterar a queda de FC observada nos ratos LF apos PILO iv induzida pela inje¢ao de

pilocarpina iv (lesdo ASM: - 36 + 11 vs. LF: -41 =9 bpm), (P = 0,705).

Nao houve diferenca entre os grupos com lesdo aguda da ASM e LF na PAM
basal (lesio ASM: 108 + 13 vs. LF: 115 + 2 mmHg), [F(1,12) = 4,222; P= 0,062] ¢ FC
basal (lesdo ASM: 373 + 8 vs. LF: 347 + 10 bpm), [F(1,12) =4,010; P= 0,068]. Também
ndo houve diferenga entre os grupos com lesdo cronica da ASM e LF na PAM basal
(lesao ASM: 121 = 6 vs. LF: 110 £ 1 mmHg) [F (1,12) = 3,211; P = 0,098], e FC basal
(lesdo ASM: 397 + 15 vs. LF: 372 £ 13 bpm), [F (1,12) = 1,158; P = 0,242].
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FIGURA 7: A) variacdo da pressdo arterial média (PAM) em ratos com lesdo aguda (1
dia) da ASM ou lesao ficticia (LF), B) variacdo da freqiiéncia cardiaca (FC) em ratos com
lesdo aguda (1 dia) da ASM ou lesdo ficticia (LF) ap6s a administragdo intravenosa (iv)
de pilocarpina (PILO, 1 mg/kg de peso corporal) ou salina. *diferente de salina iv. Os
resultados foram expressos como média £+ EPM. Entre parénteses esta representado o

numero de animais. ANOVA de uma via associado ao teste LSD de Fisher, P < 0,05.
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FIGURA 8: A) variacao da pressado arterial média (PAM) em ratos com lesdo cronica (15
dias) da ASM ou lesdo ficticia (LF), B) variacdo da freqiiéncia cardiaca (FC) em ratos
com lesdo cronica (15 dias) da ASM ou lesdo ficticia (LF) apds a administracao
intravenosa (iv) de pilocarpina (PILO, 1 mg/kg de peso corporal) ou salina. *diferente de
salina iv. Os resultados foram expressos como média + EPM. Entre parénteses estd
representado o numero de animais. ANOVA de uma via associado ao teste LSD de

Fisher, P < 0,05.
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5.7. Efeitos da lesio da ASM sobre a ingestio diaria de agua

Nos ratos que foram submetidos a lesao cronica da ASM ou LF cronica, e
utilizados nos experimentos de alteragdes cardiovasculares a PILO iv, foi também
medido a ingestdo didria de dgua desde 1 dia antes da lesdo até o 12° dia apos a lesdo.
Observamos que ndo houve diferenga significante entre os ratos com lesdo da ASM ou
LF na ingestdo didria de dgua por todo o periodo analisado, [F (2,166) = 0,679; P =
0,508], figura 9.
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FIGURA 9: Ingestao diaria de 4gua em ratos submetidos a lesdo ASM ou lesdo ficticia
(LF). A lesao foi realizada no dia 0 (seta). Os resultados foram expressos como média +

EPM. ANOVA de duas vias associado ao teste LSD de Fisher.
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5.8. Efeito do bloqueio colinérgico muscarinico da ASM sobre a salivacio induzida

pela pilocarpina ip

Como podemos observar na figura 10A, a injecdo ip de PILO (1 mg/kg de peso
corporal) em ratos que receberam a injecdo de salina na ASM promoveu um aumento na
secre¢do salivar (salina ASM + PILO ip: 545 + 41 vs. salina ASM + salina ip: 49 + 7
mg/7 min). Este aumento da secre¢do salivar induzida pela PILO ip foi reduzida pela
injecao prévia de metil-atropina de 4 nmol na ASM (metil-atropina ASM + PILO ip: 420
+ 33 vs. salina ASM + PILO ip: 545 + 41 mg/7 min), [F (3,30) = 83, 593;P < 0,001]. A
injecdo de metil-atropina de 4 nmol na ASM em ratos que receberam salina ip ndo alterou
a secrecao salivar basal (79 = 11 vs. salina ASM + salina ip: 49 + 7 mg/7 min), figura
10A.

Verificamos uma redugdo ainda maior na secre¢do salivar induzida pela PILO ip
(salina ASM + PILO ip: 506 £ 35 vs. salina ASM + salina ip: 42 + 14 mg/7 min), quando
os animais foram submetidos a inje¢dao prévia de metil-atropina de 8 nmol/0,5 uL na
ASM (metil-atropina ASM + PILO ip: 190 + 42 vs. salina ASM + PILO ip: 506 + 35
mg/7 min), [F (3,15) = 68,738, p < 0,001], figura 9B. A inje¢do de metil-atropina de 8
nmol na ASM em ratos que receberam salina ip nao alterou a secrecgao salivar basal (36 +

4 vs. salina ASM + salina ip: 42 + 14 mg/7 min), 10B.
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FIGURA 10: Secregao salivar ap6s pilocarpina (PILO, 1 mg/ kg de peso corporal) ip ou
salina ip em ratos com pré-tratados com metil-atropina ou salina na ASM: A) metil-
atropina (4 nmol/0,5 puL) na ASM, B) metil-atropina (8 nmol/0,5 pL) na ASM. * diferente
de salina ip e t diferente de salina na ASM + PILO ip. Os resultados foram expressos
como média £ EPM. Entre parénteses esta representado o nimero de animais. ANOVA

de uma via com medidas repetidas, associado ao teste LSD de Fisher, P < 0,05.
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5.9. Efeito do bloqueio colinérgico muscarinico ao redor da ASM sobre a salivacéio

induzida pela pilocarpina ip

Podemos observar nesses resultados que a injecdo de metil-atropina de 4 ou 8

nmol ao redor da ASM ndo ¢ capaz de alterar a salivacdo induzida pela pilocarpina ip. No

entanto, ha diferenca significante entre os grupos que receberam pilocarpina ip e os

grupos que receberam salina ip.

Ratos Peso inicial do Peso final do A
Metil-atropina algodao algodao
(4 nmol) + PILO
451 1.367,7 1.878,1 5104
453 1.900,1 2.342,8 442,7
454 1.968,6 2.510,6 542
455 613,6 966 352,4
461 1.344,6 1.791,5 446,9
Média + EPM 1.439,9 + 243,7 1.897,8 £269,5 458,8 + 32,6 *
Ratos Peso inicial do Peso final do A
Salina + PILO algodao algodao
451 1531,1 1809,5 296,4
453 1.4060 1.952,5 546,5
454 1.408,5 2.081,8 673,3
455 1.362,2 2.037,3 675,1
461 1.373,5 1.766,9 393,4
Média + EPM 1.412,6 +266,7 1.929,6+ 617,2 516,9 + 75,6 *




Ratos Peso inicial do Peso final do A
Salina + salina algodao algodao
451 1.203,2 1.223 .4 20,2
453 1.652 1.789,5 137,8
454 1.100,1 1.201 101
455 1.179 1.221,7 43
461 1.262 1.309 47,2
Média + EPM 1.279,1 + 96,6 1.349 £ 111,6 69,8 + 21,5
Ratos Peso inicial do Peso final do A
Metil-atropina algodao algodao
(4 nmol) + salina
451 1.231,2 1.345 113,8
453 1.135 1.272 137
454 1.451 1.561 110
455 1.445,1 1.472 26,7
461 1.249,2 1.272 22,7
Média + EPM 1.302,2 £ 62,6 1.384,3 + 57,3 82+ 24

TABELA 1: Salivacdo em ratos que receberam inje¢do de metil-atropina (4 nmol) ou
salina ao redor da ASM seguido de injecdo ip de pilocarpina ou salina. * diferente de
salina ip. Os resultados foram expressos como média =+ EPM. Anova de uma via com

medidas repetidas associado ao teste de LSD de Fisher, P < 0,05.
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Ratos Peso inicial do Peso final do A
Metil-atropina algodao algodao
(8 nmol) + PILO
69 1.691,8 2,3437 651,9
70 1.352,7 1.8347 482
74 1.381,7 1.654,4 272,7
243 1.525 1.978.,4 453,4
244 1.265,7 1.686,4 446,9
248 1.160 1.591 431
Média £ EPM 1.396,1 + 77,2 1.848,1 = 114,4 452 £50 *
Ratos Peso inicial do Peso final do A
Salina + PILO algodao algodao
69 1.244,3 1.556,5 312,2
70 1.252 1.680,3 428,3
74 1.379,5 1.856,4 477
243 1.253 1.881,6 628,6
244 1.380 1.939,3 559,3
248 1.325 1.991 666,1
Média £ EPM 1.305,6 = 26,3 1.991 + 18,2 512 +54 *
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Ratos Peso inicial do Peso final do A
Salina + salina algodao algoddo
69 1.259,1 1.264,1 5
70 1.275,6 1.302,3 26,7
74 1.369,1 1.384,5 15,4
243 1.506 1.648,3 142,3
244 1.226 1.504 278
248 1.347,3 1.435,6 88,3
Média + EPM 1.330,5 + 41,4 1.423,1 +57,3 92,6 + 43
Ratos Peso inicial do Peso final do A
Metil-atropina algodao algodao
(8 nmol) + salina
69 1.685 1.694,4 9,6
70 1.542,5 1.557 14,5
74 1.369,1 1.384,5 15,4
243 1.499,2 1.596,7 97,5
244 1.252 1.499,3 247,5
248 1.344 1.368,1 24,3
Média £ EPM 1.448,5 + 64 1.516,6 + 51,4 68,1 + 38,3

TABELA 2: Salivacdo em ratos que receberam inje¢do de metil-atropina (8 nmol) ou
salina ao redor da ASM seguido de injecdo ip de pilocarpina. * diferente de salina ip. Os
resultados foram expressos como média = EPM. Anova de uma via com medidas

repetidas associado ao teste de LSD de Fisher, P < 0,05.
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5.10. Efeito do blogueio colinérgico muscarinico da ASM sobre a ingestio de agua

induzida pela pilocarpina ip

Como podemos observar na figura 11A, a injecdo ip de PILO (1 mg/kg de peso
corporal) em ratos que receberam a inje¢ao de salina na ASM promoveu ingestao de agua
(salina ASM + PILO ip: 3,0 = 0,4 vs. salina ASM + salina ip: 0,3 + 0,2 mL/1h). A
ingestdo de adgua induzida pela PILO ip foi reduzida pela injecao prévia de metil-atropina
de 4 nmol/0,5 pL na ASM (metil-atropina ASM + PILO ip: 1,4 + 0,4 vs. salina ASM +
PILO ip: 3,0+ 0,4 mL/1h), [F (6,54) = 18,972, p < 0,001].

Em outro grupo de animais, também verificamos uma reducdo na resposta
dipsogénica induzida pela PILO ip (salina ASM + PILO ip: 4,1 + 0,4 vs. salina ASM +
salina ip: 0,6 = 0,2 mL/1h), quando os animais foram submetidos a injecdo prévia de
metil-atropina de 8 nmol/0,5 pL. na ASM (metil-atropina ASM + PILO ip: 1,6 = 0,4 vs.
salina ASM + PILO ip: 4,1 + 0,4 mL/1h), [F (10,90) = 28,882, p < 0,001], figura 11B.

A ingestdo de dgua em ratos que receberam inje¢do de metil-atropina de 4 ou 8
nmol na ASM e salina ip ndo foi diferente daquela observada em ratos que receberam

injecao de salina na ASM e de salina ip, figuras 11A e 11B.
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FIGURA 11: Ingestdo de agua induzida pela pilocarpina (PILO, 1 mg/kg de peso
corporal) ip em ratos pré-tratados com metil-atropina ou salina na ASM: A) metil-
atropina (4 nmol/0,5 puL) na ASM, B) metil-atropina (8 nmol/0,5 pL) na ASM. * diferente
de salina ip e t diferente de salina na ASM + PILO ip. Os resultados foram expressos

como média £+ EPM. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, associado ao teste

LSD de Fisher, P <0,05.
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5.11. Efeito do bloqueio colinérgico muscarinico ao redor da ASM sobre a ingestio

de agua induzida pela pilocarpina ip

Podemos observar que a inje¢d@o de metil-atropina tanto na dose de 4 como de 8

nmol ao redor da ASM ndo ¢ capaz de alterar a ingestdo de dgua induzida pela

pilocarpina ip. No entanto, ha diferenga significante entre os animais que receberam

salina ip e os animais que receberam pilocarpina ip.

Ratos 15’ 30’ 45’ 60’
Metil-atropina
(4 nmol)+ PILO
46 1 1,7 1,7 1,7
47 1,1 2,5 2,7 2,7
48 1,3 2 2 2
52 1,5 3 3 3
53 0,8 3,1 3,1 3,1
Média £ EPM 1,1+0,1 2,5+0,3 2,5+0,3 25+03*
Ratos 15° 30° 45’ 60’
Salina + PILO
46 14 2,2 2,2 2,2
47 0,4 2,2 2,6 2,8
48 0,9 0,9 0,9 1,2
52 2,8 2,8 2,9 2,9
53 3,5 3,6 3,6 3,6
Média + EPM 1,8+ 0,6 2,3+04 2,4+0,4 25+04*
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Ratos 15° 30° 45’ 60’

Salina + salina

46 0,4 0,4 0,4 0,4
47 1 1 1 1
48 0,3 0,3 0,3 0,3
52 2 2 2 2
53 0,3 0,3 0,3 0,3
Média=EPM | 0,803  0,8+0,3 0,8+0,3 0,8+0,3
Ratos 15’ 30’ 45’ 60’

Metil-atropina

(4 nmol)+ salina

46 0,6 0,6 0,6 0,6

47 0,9 0,9 0,9 0,9

48 0,1 0,1 0,1 0,1

52 0 0 0 0

53 0,3 0,5 0,5 0,5
Média+ EPM | 0,4+0,2 04+02 0402 0,4 %02

TABELA 3: Ingestdo de 4gua em ratos que receberam injecao de metil-atropina (4 nmol)
ou salina ao redor da ASM seguido de injecdo ip de pilocarpina ou salina. * diferente de
salina ip. Os resultados foram expressos como média + EPM. Anova de duas via com

medidas repetidas associado ao teste de LSD de Fisher, P < 0,05.
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Ratos 15’ 30’ 45’ 60’
Metil-atropina
(8 nmol) + PILO
279 1 1 1 1
284 0,9 0,9 0,9 0,9
286 1 2 2 2
285 0 0 0 0
311 0,1 0,6 0,6 1,1
313 0,2 0,7 0,7 0,7
Média + EPM 0,5+0,2 0,9 +0,3 0,9 +0,3 0,9 +0,3
Ratos 15’ 30’ 45’ 60’
Salina + PILO
279 0 0,5 0,5 0,5
284 1,2 1,2 1,2 1,2
286 0,7 0,7 1,2 1,2
285 1.4 1.4 1.4 1.4
311 1,1 1,2 1,3 1,3
313 0,5 0,5 0,5 0,5
Média =+ EPM 0,8+0,2 0,9+0,2 1+0,2 1+0,1
Ratos 15° 30’ 45’ 60’
Salina + salina
279 0 0 0 0
284 0,2 0,3 1,3 1,3
286 0 0 0 0
285 0,4 0,4 0,6 0,6
311 0,9 0,9 0,9 0,9
313 0,5 0,5 0,5 0,5
Média + EPM 0,3+0,1 0,3+0,1 0,5+0,2 0,5+0,2
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Ratos 15’ 30’ 45’ 60’
Metil-atropina
(8 nmol) + salina
279 0,6 0,6 0,6 0,6
284 0 0,9 0,9 0,9
286 1,5 1,5 1,5 1,5
285 1,2 1,2 1,2 1,2
311 1,1 1,1 1,1 1,1
313 0,5 1 1 1
Média + EPM 0,8+0,2 1+0,1 1+0,1 1+0,1

TABELA 4: Ingestdao de agua em ratos que receberam inje¢ao de metil-atropina (8 nmol)
ou salina ao redor da ASM seguido de inje¢@o ip de pilocarpina. Os resultados foram
expressos como média = EPM. Anova de duas via com medidas repetidas associado ao

teste de LSD de Fisher, P = 0,885.
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5.12. Efeito do bloqueio colinérgico muscarinico da ASM sobre a pressio arterial

(PA) e freqiiéncia cardiaca (FC) induzidas pela pilocarpina iv

Podemos observar um aumento equivalente na PAM induzida pela inje¢dao de
PILO iv (1 mg/kg de peso corporal), em ratos pré-tratados com salina na ASM ou metil-
atropina de 4 nmol na ASM (metil-atropina ASM + PILO iv: 41 + 10 vs. salina ASM +
PILO iv: 41 £ 6 mmHg), (P > 0,05). Os aumentos na PAM induzida pela PILO iv em
ratos pré-tratados com salina ou metil-atropina na ASM foram significantemente maiores
do que os observados em ratos tratados com salina iv (pré metil-atropina ASM + salina
iv: -1 £2 vs. pré-salina ASM + salina iv: 1 £ 0,5 mmHg), [F (3,15) = 15,880, P < 0,001],
figura 11A. Os valores basais de PAM e FC neste grupo foram respectivamente: (metil-
atropina ASM + PILO iv: 105 + 7 e salina ASM + PILO iv: 108 + 3 mmHg), [F (1,11) =
0,245, P = 0,642]; (metil-atropina ASM + PILO iv: 387 + 30 ¢ salina ASM + PILO iv:
376 £ 25 bpm), [F (1,11) = 0,0401, P = 0,849]. Como podemos observar ndo ocoreu

alteragoes significantes na PAM e FC basais.

Também ocorreu um aumento na PAM induzido pela injecdo de PILO iv (1
mg/kg de peso corporal), em ratos pré-tratados com salina na ASM ou metil-atropina de 8
nmol na ASM (metil-atropina ASM + PILO iv: 59 £ 8 vs. salina ASM + PILO iv: 62 = 6
mmHg), (P > 0,05). Os aumentos na PAM induzidos pela PILO iv em ratos pré-tratados
com salina ou metil-atropina na ASM foram significantemente maiores do que os
observados em ratos tratados com salina iv (pré metil-atropina ASM + salina iv: 3 + 1 vs.

pré salina ASM + salina iv: -1 £ 1 mmHg), [F (3,15) = 51,039, p <0,001], figura 13A.

Em ratos acordados, a PILO ndo promoveu alteragdes significantes na FC, tanto
no grupo de ratos que teve o pré-tratamento com metil-atropina de 4 ou 8 nmol (figuras

12B e 13 B, respectivamente).

Os valores basais de PAM e FC neste grupo foram respectivamente: (metil-
atropina ASM + PILO iv: 116 £ 7 vs. salina ASM + PILO iv: 114 £ 6 mmHg), [F (1,11)
=0,0713, P = 0,800]; (metil-atropina ASM + PILO iv: 402 + 11 vs. salina ASM + PILO
iv: 387 = 17 bpm), [F (1,11) = 0,437, P = 0,538].
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FIGURA 12: A) variacdo da pressdo arterial média (PAM), B) variagdo da freqiiéncia
cardiaca (FC), em ratos em ratos pré-tratados com metil-atropina (4 nmol/0,5 pL) ou
salina na ASM. * diferente de salina iv. Os resultados foram expressos como média =+
EPM. Entre parénteses est4 representado o nimero de animais. ANOVA de uma via com

medidas repetidas, associado ao teste LSD de Fisher, P < 0,05.
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FIGURA 13: A) variacdo da pressdo arterial média (PAM), B) variacdo da freqiiéncia
cardiaca (FC), em ratos em ratos pré-tratados com metil-atropina (8 nmol/0,5 pL) ou
salina na ASM. * diferente de salina iv. Os resultados foram expressos como média +
EPM. Entre parénteses est4 representado o nimero de animais. ANOVA de uma via com

medidas repetidas, associado ao teste LSD de Fisher, P < 0,05.
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5.13. Efeito do bloqueio colinérgico muscarinico ao redor da ASM sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pela pilocarpina iv

Podemos observar que a inje¢do de metil-atropina de 8 nmol ao redor da ASM
ndo ¢ capaz de alterar as respostas cardiovasculares induzidas pela pilocarpina iv. No
entanto, ha diferenca significante na PAM entre os animais que receberam salina iv € os

animais que receberam pilocarpina iv.

Ratos A PAM AFC
Metil-atropina
(8 nmol) + PILO
331 62 -34
349 55 -16
352 71 29
354 30 -78
Média + EPM 54/8 * -25/22
Ratos A PAM AFC
Salina + PILO
331 47 -15
349 83 45
352 66 -117
354 13 12
Média £ EPM 52/15 * -19/35
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Ratos A PAM A FC

Salina + salina

331 3 -19

349 5 7

352 3 28

354 -3 -7
Média + EPM 2/2 -15/5
Ratos A PAM AFC

Metil-atropina

(8 nmol) + salina

331 -8 -2
349 10 -16
352 11 29
354 -5 -78
Média + EPM 2/5 -17/22,4

TABELA 5: Alteragdes cardiovasculares induzidas pela pilocarpina em ratos tratados
com metil-atropina ou salina injetados ao redor da ASM. * diferente de salina ip. Os
resultados foram expressos como média + EPM. Anova de uma via com medidas

repetidas associado ao teste de LSD de Fisher, P < 0,05.
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5.14. Efeito do bloqueio colinérgico muscarinico da ASM sobre as alteracoes

cardiovasculares induzida pela acetilcolina iv

A acetilcolina (8 nmol/0,1 mL por rato) injetada iv causou hipotensdo de
magnitude semelhante tanto antes quanto apos a inje¢cdo na ASM de metil-atropina de 4
nmol (pré metil-atropina ASM: -26 + 5 vs. ap6s metil-atropina ASM: -19 + 6 mmHg)
quando comparado aos mesmos ratos quando recebem injecdo iv de salina (2 + 2 mmHg)
[F (2, 10) =15, 196, P > 0,05], figura 14 A. Nao observamos alteragdes significantes na
FC apos a injecdo iv de acetilcolina, figura 14B [F (2, 10) = 2,145, P =0,192].

Os valores basais de PAM e FC neste grupo foram respectivamente: (pré metil-
atropina ASM: 120 £ 5 vs. apos metil-atropina ASM: 112 £ 2 mmHg), [F (1,11) =
0,1639, P = 0,257]; (pré metil-atropina ASM: 369 + 20 vs. ap6s metil-atropina ASM: 363
+ 12 bpm) [F (1,11) = 0,0819, P = 0,786].

69



A)

10 -
~ 0
T
c (N =6)
£ -10 1
=
EE -20 1
<
-30 4
*
-40 - . .
salinaiv  Ach antes Ach depois
da da
metil-atropina metil-atropina
10 -
B) !L\
0
£ (N=6)
Q -10 A
O
L
<1 -20 -
304 salinaiv  Ach antes Ach depois
da da
metil-atropina metil-atropina

40 -

FIGURA 14: A) variacdo da pressdo arterial média (PAM), B) variagdo da freqiiéncia
cardiaca (FC), em ratos que receberam injecao de acetilcolina (8 nmol/0,1 mL por rato) iv
antes e apds metil-atropina (4 nmol/0,5 pL) na ASM. * diferente de salina iv. Os
resultados foram expressos como média =+ EPM. Entre parénteses esta representado o
nimero de animais. ANOVA de uma via de com medidas repetidas, associado ao teste

LSD de Fisher, P <0,05.
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5.15. Participacio do simpatico e da vasopressina sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pela injecao periférica de pilocarpina

Ocorreu uma redug¢do na PAM apds a injecao de prazosin e apds a injecao do
composto de Manning (antagonista do receptor Vi, de vasopressina) associado ao
prazosin (duplo bloqueio), como podemos observar na tabela abaixo. Apenas a injecao iv

do composto de Manning nao alterou a PAM basal.

TABELA 6: Alteragdes cardiovasculares induzidas pela pilocarpina em ratos tratados
com antagonista dos receptores Vi, de vasopressina (composto de Manning, 10 pg/kg de
peso corporal) e/ou prazosin (1 mg/kg de peso corporal). Os resultados foram expressos

como média + EPM. Entre parénteses estd representado o nimero de animais.

PAM basal PAM pés antagonistas

Drogas (mmHg) (mmHg)

prazosin (n = 8) 117+2 94 + 2%

composto de Manning (n = 6) 108 +2 101 +2
prazosin + composto de Manning (n = 7) 117+2 100 +2*

* diferente PAM basal P < 0,05 (teste ¢ de Student)

5.16. Efeito do bloqueio dos receptores de vasopressina (Vi;,) sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pela pilocarpina iv

A injecdo iv do antagonista do receptor Vi, de vasopressina (composto de
Manning, 10 pg/kg de peso corporal) ndo alterou a resposta pressora induzida pela
pilocarpina iv (54 + 3 vs. salina iv: 46 = 7 mmHg), [F (1,5) = 1,394, P = 0,291] figura
15A. Nao houve alteragdes na FC apos pilocarpina com pré-tratamento com salina ou

antagonista do receptor V,, de vasopressina, [F (1,5) = 0,0108, P =0,921] figura 15B.
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FIGURA 15: A) variagdo da pressao arterial média (PAM), B) variagdo da freqiiéncia

cardiaca (FC), em ratos que receberam prévia injecao iv do antagonista do receptor Vi,

de vasopressina (composto de Manning, 10 pg/kg de peso corporal) ou salina seguida de

injecdo iv de pilocarpina (PILO, 1 mg/kg de peso corporal). Os resultados foram

expressos como média + EPM. Entre parénteses esta representado o nimero de animais.

ANOVA de uma via com medidas repetidas, associado ao teste LSD de Fisher, P < 0,05.
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5.17. Participacao do sistema nervoso simpatico sobre as respostas cardiovasculares

induzidas pela injecao periférica de pilocarpina

A injecdo iv de prazosin (1mg/kg de peso corporal) reduziu significantemente a
resposta pressora induzida pela pilocarpina iv (21 + 5 vs. salina iv: 59 + 7 mmHg), [F
(1,7)=17,589, P < 0,004], figura 16A. Nao houve alteracdes na FC apos pilocarpina com
pré-tratamento com salina ou prazosin, [F (1,7) =0,0122, P =0,915], figura 16B.
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FIGURA 16: A) variacdo da pressdo arterial média (PAM), B) variacdo da freqiiéncia
cardiaca (FC), em ratos que receberam prévia inje¢do iv de prazosin (1 mg/kg de peso
corporal) ou salina seguida de injecdo iv de pilocarpina (PILO, 1 mg/kg de peso
corporal). * diferente de salina iv + PILO iv. Os resultados foram expressos como média
+ EPM. Entre parénteses estd representado o nimero de animais. ANOVA de uma via de

com medidas repetidas, associado ao teste LSD de Fisher, P < 0,05.
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5.18. Efeitos do duplo bloqueio (simpatico e vasopressinérgico) sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pela injecao periférica de pilocarpina

A injecdo iv do antagonista do receptor Vi, de vasopressina (composto de
Manning, 10 pg/kg de peso corporal) seguida da injecdo de prazosin (1 mg/kg de peso
corporal) reduziu a resposta pressora induzida pela pilocarpina iv (17 & 4 vs. salina iv: 59
+ 3 mmHg), [F (1,6) = 113,121, P <0,001], figura 17A. Nao houve alteracdes na FC apos
pilocarpina com pré-tratamento com salina ou prazosin + antagonista do receptor V, de
vasopressina, [F (1,6) = 0,131, P = 0,730], figura 17B. Também nao observamos uma
reducdo adicional da PAM apos o duplo bloqueio comparado ao bloqueio simpatico (17 +

4 vs. bloqueio simpatico: 21 =5 mmHg), [F (1,13) = 0,478, P =0,501].
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FIGURA 17: A) variacdo da pressdo arterial média (PAM), B) variacdo da freqiiéncia
cardiaca (FC), em ratos que receberam prévia inje¢do iv do antagonista do receptor Vi,
de vasopressina (composto de Manning, 10 pg/kg de peso corporal), de prazosin (1
mg/kg de peso corporal) ou salina seguida de inje¢ao iv de pilocarpina (PILO, 1 mg/kg
de peso corporal). * diferente de salina iv + PILO iv. Os resultados foram expressos como
média + EPM. Entre parénteses esta representado o numero de animais. ANOVA de uma

via de com medidas repetidas, associado ao teste LSD de Fisher, P <0,05.
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5.19. Efeitos da injecao de pilocarpina na ASM sobre a salivacio

A salivacdo observada apods pilocarpina na ASM na dose de 100 (73 + 13 mg/7
min) e de 200 nmol/0,5 pL (65 + 15 mg/7 min) ndo foi diferente da observada apds salina
na ASM nos mesmos animais (55 + 11 e 49 + 6 mg/7 min, respectivamente, controles de
100 e 200 nmol/0,5 pL), [F (1,6) = 0,631, P = 0,457] e [F (1,6) = 1,042, P = 0,347],
respectivamente. No entanto, a injecdo de pilocarpina na dose de 500 nmol/0,5 pL
injetada na ASM aumentou significantemente a salivagdo comparado aos mesmos
animais quando receberam inje¢do de salina na ASM (PILO na ASM: 138 £+ 17 vs. salina
na ASM: 55 + 22 mg/7 min), [F (1,6) = 30,699, P <0,001. Esses resultados podem ser
observados na figura 18 (A a C).
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FIGURA 18: A) Secregao salivar apos pilocarpina (PILO, 100 nmol/0,5 pL) na ASM ou

salina na ASM, B) secrecdo salivar apds pilocarpina (PILO, 200 nmol/0,5 pL) na ASM

ou salina na ASM, C) secregdo salivar apds pilocarpina (PILO, 500 nmol/0,5 puL) na

ASM ou salina na ASM. * diferente de salina na ASM. Os resultados foram expressos

como média £ EPM. Entre parénteses esta representado o nlimero de animais. ANOVA

de uma via com medidas repetidas, associado ao teste LSD de Fisher, P < 0,05.
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5.20. Efeitos da injecao de pilocarpina na ASM sobre ingestio de agua

A pilocarpina na dose de 100 nmol/0,5 pL injetada na ASM nao causou alteragdo
na ingestdo de dgua quando comparado aos mesmos animais quando receberam inje¢do
de salina na ASM (3 £ 1 vs. salina na ASM: 0,5 £ 0,3 mL/1h), [F (1,18) = 4,383, P =
0,081]. A pilocarpina na dose de 200 nmol/0,5 uL. aumentou significantemente a ingestao
de agua comparada aos mesmos animais quando receberam inje¢do de salina na ASM
(5,2 £ 1,2 vs. salina na ASM: 0,3 £ 0,1 mL/1h), [F (1,18) = 14,126, P < 0,009].
Observamos ainda que a dose de 500 nmol/0,5 pL de pilocarpina injetada na ASM foi
capaz de promover um aumento ainda maior na ingestdo de agua quando comparada aos
mesmos animais que receberam salina na ASM (8,4 + 1,2 vs. salina na ASM: 0,3 £+ 0,1
mL/1h), [F (1,18) = 48,135, P <0,001]. Todos esses resultados estdo apresentados na
figura 19.
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FIGURA 19: A) Ingestao de agua apo6s pilocarpina (PILO, 100 nmol/0,5 pL) na ASM ou

salina na ASM, B) ingestdao de agua apds pilocarpina (PILO, 200 nmol/0,5 pL) na ASM

ou salina na ASM, C) ingestdo de agua apds pilocarpina (PILO, 500 nmol/0,5 pL) na

ASM ou salina na ASM. * diferente de salina na ASM. Os resultados foram expressos

como média £ EPM. Entre parénteses esta representado o nlimero de animais. ANOVA

de duas vias com medidas repetidas, associado ao teste LSD de Fisher, P < 0,05.
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5.21. Efeitos da injecao de pilocarpina na ASM sobre a pressao arterial (PA) e

freqiiéncia cardiaca (FC) em ratos acordados

Podemos observar que a resposta pressora observada ap6s pilocarpina na ASM na
dose de 100 (8 + 3 mmHg) e de 200 nmol/0,5 pL (6 + 4 mmHg) ndo foi diferente da
observada apos salina na ASM nos mesmos animais (3 + 1 e 1 £ 1 mmHg,
respectivamente, controles de 100 e 200 nmol/0,5 pL), [F (1,6) = 2,947, P = 0,137],
figura 19A e [F (1,6) = 3,674, P = 0,104]. Essas doses de pilocarpina também nao
promoveram alteragdes significantes na FC (figuras 20B e 21B). No entanto, a inje¢cdo na
ASM de pilocarpina na dose de 500 nmol/0,5 uL causou aumento na PAM quando
comparado os mesmos animais que receberam injecdo de salina na ASM (21 £ 6 vs.
salina na ASM: 1 + 6 mmHg), [F (1,6) = 18,178, P <0,005], figura 22A. Entretanto, esta

dose ndo promoveu alteragdo na FC, como podemos observar na figura 22B.

Os valores basais de PAM e FC no grupo que recebeu PILO 100 nmol ou salina
na ASM foram respectivamente: (PILO ASM 100 nmol: 109 £ 5 vs. salina ASM: 111 + 4
mmHg) [F (1,13) = 1,668, p = 0,244]; (PILO ASM 100 nmol: 349 + 11 vs. salina ASM:
343 + 8 bpm), [F (1,13) = 0,304, p = 0,601]. J& no grupo que recebeu PILO 200 nmol ou
salina na ASM, os valores basais de PAM e FC foram respectivamente: (PILO ASM 200
nmol: 123 £+ 5 vs. salina ASM: 120 = 5 mmHg), [F (1,13) = 0,818, p = 0,401]; (PILO
ASM 200 nmol: 386 £ 19 vs. salina ASM: 394 + 30 bpm), [F (1,13) = 0,0814, p = 0,785].
O grupo que recebeu PILO 500 nmol ou salina na ASM, os valores basais de PAM e FC
foram respectivamente: (PILO ASM 500 nmol: 121 + 3 vs. salina ASM: 125 + 4 mmHg),
[F (1,13) =2,301, p = 0,180]; (PILO ASM 500 nmol: 360 = 16 vs. salina ASM: 376 + 27
bpm), [F (1,13) = 1,259, p =0,305].
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FIGURA 20: A) variacdo da pressdo arterial média (PAM), B) variagdo da freqiiéncia
cardiaca (FC), em ratos que receberam injecdo de pilocarpina (100 nmol/0,5 puL) ou
salina na ASM. Os resultados foram expressos como média + EPM. Entre parénteses esta
representado o nimero de animais. ANOVA de uma via com medidas repetidas,

associado ao teste LSD de Fisher, P < 0,05.
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FIGURA 21: A) variagdo da pressao arterial média (PAM), B) variagdo da freqiiéncia
cardiaca (FC), em ratos que receberam injecdo de pilocarpina (200 nmol/0,5 puL) ou
salina na ASM. Os resultados foram expressos como média + EPM. Entre parénteses esta
representado o nimero de animais. ANOVA de uma via com medidas repetidas,
associado ao teste LSD de Fisher, P < 0,05. ANOVA de uma via com medidarepetidas,
associado ao teste LSD de Fisher, P < 0,05.
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FIGURA 22: A) variagdo da pressdo arterial média (PAM), B) variagdo da freqiiéncia
cardiaca (FC), em ratos que receberam injecdo de pilocarpina (500 nmol/0,5 puL) ou
salina na ASM. * diferente de salina na ASM. Os resultados foram expressos como média
+ EPM. Entre parénteses esta representado o nimero de animais. ANOVA de uma via

com medidas repetidas, associado ao teste LSD de Fisher, P <0,05.
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6. DISCUSSAO

Os nossos resultados mostram que a injecao periférica e na ASM de pilocarpina
induz secregdo salivar, ingestdo de agua e aumento da PAM. O aumento na PAM apos a
pilocarpina periférica ¢ provavelmente decorrente de um aumento na atividade do sistema
nervoso simpatico, ja que a injecdo de prazosin ou do duplo bloqueio foi eficaz em
reduzir a resposta pressora induzida pela pilocarpina periférica, além disso, o duplo
bloqueio ndo promoveu uma reducdao adicional da resposta pressora induzida pela
pilocarpina periférica. A lesdao aguda da ASM foi capaz de reduzir a secrecdo salivar e a
ingestao de agua induzida pela pilocarpina ip. A lesdo cronica foi capaz de reduzir apenas
a ingestdo de agua induzida pela pilocarpina ip, ndo alterando a secrecdao salivar. O
tratamento prévio com metil-atropina na ASM reduziu tanto a secre¢do salivar como a
ingestdo de agua induzida pela pilocarpina ip. A resposta pressora induzida pela
pilocarpina iv ndo foi alterada pela lesdo aguda ou cronica da ASM ou pelo tratamento
com metil-atropina na ASM. A injecdo de pilocarpina na dose de 500 nmol na ASM
induziu salivagdo, ingestdo de dgua e resposta pressora, ja a inje¢do de doses menores de
pilocarpina (200 nmol) foi capaz de induzir ingestao de agua.

Agonistas colinérgicos muscarinicos como a pilocarpina injetada ip ou icv
induzem saliva¢ao (Renzi et al., 1993; Moreira et al., 2001; Moreira et al., 2002b;
Takakura et al., 2003a; Takakura et al., 2003b; Lopes de Almeida et al., 2006). No
presente estudo utilizamos a dose de 1 mg/kg de peso corporal, mas doses mais baixas
como 1,2 umol/kg de peso corporal (equivalente a 0.3 mg/kg de peso corporal) ja € capaz
de induzir salivacao (Sato et al., 2006). Os resultados apresentados no presente trabalho
mostram que a lesdo aguda da ASM (1 dia) foi capaz de reduzir a salivagdo induzida pela
pilocarpina ip. Esses resultados se assemelham aos resultados observados em animais
com lesdo aguda da regido AV3V (Renzi et al., 1993), HL (Renzi et al., 2002) ou APM
(Lopes de Almeida et al., 2006), os quais tiveram uma reducao da salivagao induzida por
pilocarpina ip apos a lesdo destas areas centrais. Entretanto, a lesdo cronica (15 dias) da
ASM nao alterou a salivag@o induzida pela pilocarpina ip, assim como lesdes cronicas de
outras areas prosencefalicas (AV3V, HL e APM) também ndo foram capazes de alterar a
salivagdo induzida pela pilocarpina ip (Renzi et al., 1993; Renzi et al., 2002; Lopes de
Almeida et al., 2006).
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E possivel que a plasticidade neural seja o mecanismo envolvido com a
recuperacdo dos efeitos centrais induzidos pela pilocarpina ip. Embora o controle
exercido pela ASM sobre a salivagdo desapare¢a imediatamente apds sua lesdo, alguns
dias apds a lesdo outras areas do SNC podem se reorganizar, de modo que a func¢ao (no
caso salivacdo) seja restabelecida. O restabelecimento de fungdes apods varios dias de
lesao da ASM tem sido descrito para a ingestdo de agua, resposta pressora e natriurética
induzida pela estimulagdo colinérgica central (Luiz et al., 1991; Colombari et al., 1994).
A ASM tem conexdes anatomicas e funcionais com a regido AV3V, HL e APM
(Swanson e Cowan, 1979; Ferguson et al., 1985; Donevan e Ferguson, 1988; Menani et
al., 1990; Luiz et al., 1991; Colombari et al., 1992b; Colombari et al., 1994; Haibara et
al., 1994), e todas essas trés areas sao importantes para o efeito sialogogo da pilocarpina.
O efeito da pilocarpina em uma ou mais dessas areas pode ndo depender da ASM em
ratos com lesdo cronica da ASM.

Takakura e cols. (Takakura et al., 2003b) demonstraram uma redugao da salivagao
induzida por pilocarpina ip quando doses crescentes de metil-atropina foram injetadas no
ventriculo lateral. Nossos dados também demonstraram que a inje¢do de 4 ou 8 nmol de
metil-atropina na ASM promoveu uma reducao da saliva¢ao induzida por pilocarpina ip,
mostrando que os receptores colinérgicos muscarinicos da ASM também participam da
saliva¢do induzida pela pilocarpina ip. Os compostos derivados de amdnio quaternario,
como a metil-atropina, sdo conhecidos por se difundir fracamente pela barreira
hematoencefalica (Ghelardine et al., 1990; Pertwee e Ross, 1991). Os nossos dados, bem
como os observados por Takakura e cols. (Takakura et al., 2003b), os quais mostram que
a injecao na ASM (presente resultados) ou icv (Takakura et al., 2003b) de metil-atropina
ndo altera os efeitos cardiovasculares da acetilcolina iv, confirmam que a metil-atropina
ndo atravessa a barreira hematoencefalica. Também demonstramos claramente através do
esquema representado na figura 3 que a injecao de metil-atropina ndo estd se espalhando
para areas adjacentes, como o ventriculo lateral. Segundo nosso esquema o espalhamento
rostro-caudal promovido pela inje¢cdo de metil-atropina/Azul de Evans na ASM ¢ de 1,44
mm (a extensdo rostro-caudal da ASM ¢ de 1,56 mm), e ndo ha espalhamento radial.
Além disso, podemos observar através das tabelas 2 a 6 que a injecao de matil-atropina

em locais ao redor da ASM (animais com injegdes ASM negativas) ndo promove
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alteracdo da salivagdo ou da ingestdo de agua. Desta forma, a redugdo na salivagdo
induzida pela metil-atropina observada nos nossos experimentos nao ¢ decorrente do
extravasamento de metil-atropina para a circulacdo sistémica, causando um bloqueio nos
receptores colinérgicos muscarinicos das glandulas salivares, ou do espalhamento da
droga para outras areas encefalicas, mas sim do bloqueio de receptores colinérgicos
muscarinicos da ASM.

Nossos dados mostram pela primeira vez que a pilocarpina injetada diretamente
na ASM ¢ capaz de promover salivagdo. Renzi e cols. (Renzi et al., 1993) mostraram que
a injecdo de pilocarpina icv (500 nmol/l pL) promovia uma secreg¢do salivar de
magnitude similar aquela induzida pela pilocarpina injetada ip na dose de 1 mg/kg de
peso corporal. Quando injetamos pilocarpina na ASM, o aumento observado na salivagdo
na dose de 500 nmol/0,5 pL foi menor do que aquele observado quando injetamos
pilocarpina ip (1 mg/kg de peso corporal). E possivel que nossos resultados diferem-se
dos de Renzi e cols. (Renzi et al., 1993) porque quando ¢ feita a injecdo de pilocarpina
icv, esta pode agir em vérias areas periventriculares para induzir a saliva¢do. J4 quando
injetado na ASM, seu efeito fica restrito nesta area. Vale também salientar que a lesdao da
regiao AV3V, que lesa varias regides periventriculares ¢ muito mais eficaz em reduzir a
secre¢do salivar induzida pela pilocarpina ip do que a lesdo da ASM. Desta forma,
embora a ASM seja importante para o efeito sialogogo da pilocarpina ip, outras areas
hipotalamicas parecem excercer uma fungao maior sobre esta resposta.

As glandulas salivares e/ou os nucleos salivatérios do bulbo recebem projegdes
diretas do OSF e de areas hipotalamicas como HL, APM e do 6rgao vasculoso da lamina
terminal (OVLT — parte da regido AV3V), (Hiibschle et al., 1998; Hiibschle et al., 2001).
A ASM embora nao inerve diretamente as glandulas salivares ou os nucleos salivatorios
do bulbo, esta conectada anatdmica e funcionalmente com as areas acima descritas
(Swanson e Cowan, 1979; Ferguson et al., 1985; Donevan e Ferguson, 1988; Menani et
al., 1990; Luiz et al., 1991; Colombari et al., 1992b; Colombari et al., 1994; Haibara et
al.,, 1994). Assim, podemos explicar a inducdo da secrecdo salivar pela injecdo de
pilocarpina na ASM, e também porque ocorre a redugdo da resposta sialogoga da
pilocarpina ip em ratos com lesdo da ASM ou com os receptores colinérgicos

muscarinicos da ASM bloqueados.
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A salivag@o junto com o “grumming” (ato do rato se lamber) ¢ um potente
estimulo para a redu¢do da temperatura corporal em ratos, e a participacdo de areas
centrais, como a regido AV3V, no controle da secrecao salivar (Renzi et al., 1993) e
controle de temperatura por meio da salivagdo em ratos ja foram estudados (Whyte e
Johnson, 2002; Whyte e Johnson, 2005). Tem sido demonstrado que a ASM participa no
controle da temperatura corporal e faz parte do mecanismo termorregulatério no rato
(Srividya et al., 2005a; Srividya et al., 2005b), ja que a lesdo da ASM promove reducgao
da temperatura corporal do animal e também promoveuma perda de tolerancia do animal
ao frio ou ao calor (Srividya et al., 2005b). Desta forma, em termos funcionais,
poderiamos pensar na hipotese de que a participagdo da ASM na regulacdo da secregdo
salivar possa estar relacionada ao controle de temperatura corporal. Evidentemente, mais
estudos serdo necessarios para testar esta hipotese.

A participagdo da ASM na regulacdo da ingestdo de dgua induzida por agonistas
colinérgicos, como o carbacol, injetados em areas cerebrais tem sido demonstrada. A
injecao de carbacol icv, na ASM ou no OSF induz potente ingestdo de agua (Fitts e
Simpson, 1986; Menani et al., 1990; Colombari et al., 1992a; Colombari et al., 1992b). A
lesdo aguda, mas nao cronica, da ASM reduz a ingestdo de agua induzida pelo carbacol
icv (Luiz et al., 1991). Além disso, a injegao ip de pilocarpina também ¢é capaz de induz
ingestao de agua, embora a dose de pilocarpina ip para produzir este efeito seja a partir de
4 umol/kg, ou seja, 1 mg/kg de peso corporal (Sato et al., 2006). Em nosso estudo
demonstramos que a ingestdo de agua induzida pela pilocarpina ip foi significantemente
reduzida pela lesdo aguda ou cronica da ASM, sugerindo que a ASM participa da
resposta dipsogénica da pilocarpina ip. Esses nossos resultados diferem dos observados
por Luiz e cols. (Luiz et al., 1991), onde apenas a lesdo aguda da ASM foi efetiva em
reduzir a respostas dipsogénica do carbacol. E possivel que a pilocarpina ip, sendo
altamente lipossoluvel e com capacidade de cruzar a barreira hematoencefélica
(Freedman et al., 1989), ative circuitos neurais diferentes dos ativados por carbacol icv
(que ndo tem a capacidade de se difundir como a pilocarpina), € os circuitos neurais
ativados pela pilocarpina ip sdo profundamentes afetados pela lesao da ASM.

A semelhanga do observado nos resultados de salivagdo, a ingestio de agua

induzida pela pilocarpina ip também foi reduzida apds o pré-tratamento com metil-
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atropina na ASM. A participag@o de receptores colinérgicos muscarinicos centrais sobre a
resposta dipsogénica tem sido documentada (Barbosa et al., 1995; Sato et al., 2006).
Barbosa e cols. (Barbosa et al., 1995) demonstraram que o pré-tratamento com metil-
atropina na ASM foi capaz de reduzir a resposta dipsogénica do carbacol injetado icv.
Ademais, a ingestdo de agua induzida pela pilocarpina ip foi reduzida pelo tratamento
prévio com metil-atropina icv (Sato et al., 2006). Portanto, os resultados de lesdo aguda e
cronica da ASM em conjunto com os resultados do pré-tratamento com metil-atropina na
ASM sugerem que esta area faz parte da circuitaria prosencefalica envolvida na resposta
dipsogénica da pilocarpina ip e que esta resposta ¢ mediada por receptores colinérgicos
muscarinicos da ASM.

Observamos também resposta dipsogénica apos a inje¢do de pilocarpina nas doses
de 200 e 500 nmol na ASM. Uma vez que a dose de 200 nmol de pilocarpina na ASM ja
foi capaz de promover ingestdo de dgua, podemos sugerir que a pilocarpina na ASM
possui uma fun¢ao predominante para ingestdo de agua induzida pela pilocarpina, ja
apenas doses maiores (500 nmol) de pilocarpina foram capazes de promover salivagao ou
resposta pressora (a ser discutido). Como ja mencionado anteriormente, a injecdo do
agonista colinérgico carbacol em varias areas do SNC, incluindo a ASM, ou a injecao
periférica de pilocarpina € capaz de promover resposta dipsogénica (Fitts e Simpson,
1986;Menani et al., 1990; Colombari et al., 1992a; Colombari et al., 1992b; Sato et al.,
2006). Desta forma, a ASM parece ser uma area do SNC que desempenha um papel
fundamental na regulagcdo da resposta dipsogénica induzida pela injegdes centrais ou
periféricas de agonistas colinérgicos.

Um aumento na ingestdo diaria de dgua ou um aumento na ingestdo de agua
induzida por estimulos hipovolémicos tem sido descritos em ratos com lesdo da area
septal (Negro-Vilar et al., 1967; Blass e Hanson, 1970; Blass et al., 1974). Entretanto,
nosso presente estudo bem como de outros (Colombeari et al., 1994) demonstraram que a
lesdo especifica da ASM ndo promoveu alteracdo da ingestdo diaria de 4gua. Desta
forma, a hiperdipsia causada por lesdes da area septal parece estar relacionada com o
tamanho da lesdo ou com lesdo especifica de sub-areas da area septal.

Tem sido demonstrado que a ASM participa da resposta pressora induzida por

agonistas colinérgicos como o carbacol, injetado centralmente (Luiz et al., 1991;
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Colombari et al., 1994). Entretanto, nossos resultados mostram que ao contrario do
observado com o carbacol central, o efeito pressor da pilocarpina ip ndo foi alterado pela
lesdo aguda (1 h ou 1 dia) ou cronica da ASM. Desta maneira os nossos resultados
sugerem uma diferenca de ativagdo de vias neurais pelo carbacol central e pela
pilocarpina periférica para produzir aumento da pressdo arterial. Alternativamente,
poderia também se pensar, que a lesdo da ASM ndo alterou o efeito pressor da
pilocarpina iv, por esta droga causar hipertensdo devido a uma acao periférica. Contudo
ja esta bem determinado que a pilocarpina periférica promove aumento da pressao arterial
devido a sua agdo no SNC (Moreira et al., 2003b; Takakura et al., 2005). Takakura e cols.
(Takakura et al., 2005) demonstraram claramente que em ratos com lesdao aguda (1 h ou 2
dias) da regido AV3V, a resposta pressora da pilocarpina ip foi convertida em hipotensao,
a qual foi bloqueada pelo tratamento prévio com metil-atropina iv, mostrando que a agao
periférica da pilocarpina ip ¢ hipotensao.

A auséncia de efeito da lesio da ASM na resposta pressora induzida pela
pilocarpina ip sugere que a ASM nao ¢ ativada para que haja aumento da PAM induzida
pela pilocarpina iv. Corroborando estes dados, nossos resultados também demonstraram
que o tratamento prévio com metil-atropina na ASM, tanto na dose de 4 como de 8 nmol,
nao modificou a resposta pressora da pilocarpina iv. Uma vez que outras areas
encefalicas, como a regido AV3V foi capaz de, pelo menos agudamente, bloquear (7 dias
de lesdao) ou mesmo converter em hipotensao (1 h ou 2 dias de lesdo) a resposta pressora
da pilocarpina ip (Takakura et al., 2005), sugere que embora a resposta pressora da
pilocarpina periférica dependa de areas do SNC, a ASM nao faz parte desta via neural.

Além da pilocarpina ip, a injecdo icv de carbacol ou de pilocarpina também causa
potente resposta pressora (Menani et al., 1990; Colombari et al., 1992a; Colombari et al.,
1992b; Moreira et al., 2002a). O efeito pressor do carbacol injetado no SNC ¢ decorrente
de um aumento na atividade simpdtica e da secrecao de vasopressina (Hoffman et al.,
1977; Imai et al., 1989). Dados da literatura mostraram que a resposta pressora da
pilocarpina ip ¢ devido a um grande aumento na resisténcia periférica mesentérica
(Takakura et al., 2005). Verificamos que o bloqueio de receptores a-adrenérgicos, mas

nao o bloqueio de receptores de vasopressina foi capaz de reduzir a resposta pressora da
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pilocarpina iv, sugerindo que a resposta pressora induzida pela pilocarpina iv ¢
decorrente de uma ativagao do simpatico.

E interessante observar que apesar da lesio da ASM ou o bloqueio colinérgico
muscarinico da ASM nao ter alterado a resposta pressora da pilocarpina iv, a inje¢do de
pilocarpina diretamente na ASM produziu resposta pressora na dose de 500 nmol. Essa
resposta pressora induzida pela pilocarpina na ASM ¢ de magnitude semelhante a
resposta pressora induzida pela injecdo de carbacol na ASM (Luiz et al., 1991 e
Colombari et al, 1992b), no entanto, a resposta pressora induzida pela injecdo de
pilocarpina na ASM foi de magnitude muito inferior a observada apos a injecao iv de
pilocarpina (1 mg/kg de peso corporal). Podemos entdo pensar que os circuitos neurais
envolvidos na resposta pressora da pilocarpina iv sdo diferentes dos envolvidos na
resposta pressora induzida pela pilocarpina na ASM. Como citado anteriormente, a
pilocarpina periférica pode atingir amplas regides do sistema nervoso central,
diferentemente da inje¢do de pilocarpina diretamente na ASM. Ademais, os mecanismos
pelos quais a pilocarpina na ASM promove resposta pressora podem diferir do
mecanismo pressor (aumento no simpético) induzida pela pilocarpina iv. E conhecido que
a area septal tem conexdes com o NSO (Tavares et al., 2005), que € o principal nicleo do
SNC produtor/secretor de vasopressina. Seria interessante estudar os mecanismos pelos
quais a pilocarpina na ASM promove sua resposta pressora, € se for um mecanismo
dependente de vasopressina, poderia explicar as diferencas nas respostas obtidas (PILO iv
+ lesdo ASM vs. PILO ASM).

Enquanto que os efeitos da pilocarpina na pressdo arterial, em ratos anestesiados
ou acordados foram consistentes, 0 mesmo ndo ocorreu com os seus efeitos na freqiiéncia
cardiaca. Em ratos anestesiados observamos uma taquicardia, essa taquicardia pode ser
devido ao estresse cirurgico sofrido pelo animal, ja que as respostas cardiovasculares
foram medidas ap6s 1 hora de lesdo da ASM. E em ratos ndo anestesiados, por outro
lado, houve uma grande variagdo nas respostas de freqii€ncia cardiaca. Nos ratos com
lesdo aguda da ASM ou lesao ficticia, no grupo de ratos que foi feito experimentos com
metil-atropina ou no grupo de ratos que receberam inje¢do na ASM de pilocarpina nao
houve alteragdes significantes na freqiiéncia cardiaca. Nos ratos com lesdo cronica da

ASM ou com lesao ficticia houve uma ligeira bradicardia, mas no geral a injegdo de
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pilocarpina periférica ou na ASM promoveu bradicardia, mesmo nao sendo significante,
e isso pode ser possivelmente de origem reflexa. Independente da resposta na freqiiéncia
cardiaca apds a pilocarpina ser taquicardia ou bradicardia, a lesio da ASM ndo as
modificou. Nos ratos que foi injetado acetilcolina iv, embora fosse de se esperar uma
bradicardia apds a acetilcolina iv, é possivel que essa resposta tenha sido rapidamente
suplantada por uma taquicardia reflexa. Talvez para observarmos uma bradicardia apos a
acetilcolina iv seria necessario aumentar a dose. De qualquer modo, a resposta
hipotensora da acetilcolina foi observada, e ndo foi alterada pela administracao de metil-
atropina na ASM.

Além da ASM (presente estudo) participar da salivacdo e ingestdo de agua
induzidas pela pilocarpina ip e da regido AV3V (Takakura et al., 2005) participar da
resposta pressora induzida pela pilocarpina ip, um recente estudo demonstrou que a
injecdo ip de pilocarpina na dose de 12 pumol/kg de peso corporal (equivalente a 3 mg/kg
de peso corporal) promove uma grande ativacao de diversas outras areas prosencefalicas,
como o OSF, NPV, NSO e OVLT (Inenaga et al., 2008), uma vez que ocorre um
aumento da expressao da proteina c-fos nessas areas. Essas areas sdo ou podem ser (visto
que nem todas foram estudadas) importantes para a resposta dipsogénica, pressora ¢
sialogoga induzidas pela pilocarpina ip. Entretanto, esses autores utilizaram uma dose de
pilocarpina trés vezes maior do que a usada neste estudo, e isto pode ter promovido uma
ativacdo mais intensa dessas areas centrais ap6s a injecao de pilocarpina ip. Além disso,
esse estudo confirma mais uma vez que areas cerebrais sdo ativadas apos a pilocarpina ip,
mostrando a grande dependéncia do SNC para as respostas da pilocarpina ip.

Assim, podemos sugerir através dos nossos resultados (ver esquema abaixo) que a
pilocarpina periférica ndo atua diretamente na ASM, mas poderia estar atuando
primeiramente em areas prosencefalicas como a regido AV3V, ja que essa area € livre de
barreira hematoencefalica ¢ também muito importante para a resposta pressora e
salivagdo induzida pela pilocarpina periférica. Desta foram, a pilocarpina periférica
poderia atuar na regido AV3V e assim, ativando uma via colinérgica que iria liberar
acetilcolina na ASM e entdo, promover salivacdo e ingestdo de agua. A pilocarpina
injetada perifericamente poderia atuar tanto na regido AV3V quanto no OSF para

promover resposta pressora (pilocarpina injetada no OSF promove uma despolarizagao da
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membrana dos neurdniosdo OSF; Inenaga et al., 2008). Essa via neural ativada pela
pilocarpina periférica ¢ independente da ASM, ja que os nossos resultados demonstraram
claramente que nem a lesdo aguda e cronica da ASM, nem o bloqueio colinérgico da
ASM nao promove alteragdo da resposta pressora induzida pela pilocarpina periférica. A
pilocarpina injetada na ASM poderia ativar a mesma via neural ativada pela pilocarpina
periférica para promover salivagdo e ingestdo de agua. No entanto, a pilocarpina injetada
na ASM estaria ativando uma via neural independente da via neural ativada pela
pilocarpina periférica para promover resposta pressora, ja que a resposta pressora

induzida pela pilocarpina periférica independe da ASM.

PILO

(via colmergma)

Salivagao
Pilo periférica —— — Ingestiode agua
Resposta pressora

Resposta pressora
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7. CONCLUSAOQO

Os resultados mostram que a pilocarpina periférica ou na ASM induz salivagao,
ingestdo de agua e resposta pressora. A resposta pressora induzida pela pilocarpina
periférica ¢ decorrente provavelmente de um aumento na atividade simpatica. A ASM e
seus receptores colinérgicos muscarinicos participam do controle da secre¢ao salivar e
ingestdo de agua, mas ndo da resposta pressora induzida pela pilocarpina periférica,
sugerindo um controle diferencial da ASM nas respostas induzidas pela administragdo

periférica de pilocarpina.
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