UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS - UFSCAR
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS GRADUAGAO EM CIENCIAS

FISIOLOGICAS

“"Efeitos da injegao central de moxonidina
no controle da ingestao de sédio

e regulacgao cardiovascular"

Lisandra Brandino de Oliveira

Dissertagdo  apresentada  ao
Programa de Pdés-Graduagdo em
Ciéncias Fisiologicas do Centro
de Ciéncias Biolégicas e da
Saude da Universidade Federal
de Sao Carlos como requisito
para obtengcdo do grau de Mestre
em Ciéncias Fisioldgicas, area de

concentracao Fisiologia.

Sao Carlos
2003



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS - UFSCAR
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS GRADUAGAO EM CIENCIAS

FISIOLOGICAS

"Efeitos da inje¢ao central de moxonidina
no controle da ingestao de sédio

e regulagao cardiovascular"

Lisandra Brandino de Oliveira

Orientador: Prof. Dr. José Vanderlei Menani



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

OA48ei

Oliveira, Lisandra Brandino de.

Efeitos da injecdo de moxonidina no controle da ingestao
de sédio e regulagéo cardiovascular / Lisandra Brandino de
Oliveira. -- S0 Carlos : UFSCar, 2003.

138 p.

Dissertagdo (Mestrado) -- Universidade Federal de Séao
Carlos, 2003.
1. Neurofisiologia. 2. Equilibrio hidro-eletrolitico

(fisiologia). 3. Pressédo arterial-regulagéo. 4. Receptores
adrenérgicos cl2. 5. Imunohistoquimica. I. Titulo.

CDD: 612.8 (20°)




“Bem longe, la na luz do sol,

estdo minhas mais altas aspiragées.

Talvez eu néo as alcance,

mas posso olhar para cima e ver sua beleza,

acreditar nelas e tentar sequir para onde apontam.”

Louisa May Alcott



Aos pais

OSVALDO E ANTONIA

E em memodria de minha querida irma

FABIANA

“A gloria da amizade ndo é a mao estendida nem o sorriso bondoso nem a
alegria do companheirismo. E a inspiragdo que vem a alguém quando
descobre que outra pessoa acredita nele e esta disposta a confiar nele.”

Ralph Waldo Emerson

A VOCES, AGRADEGCO POR TODO CARINHO, AMOR,
DEDICACAO E PRINCIPALMENTE PELA AMIZADE
INCONDICIONAL.



Agradecimentos

Agradeco especialmente ao Prof. Dr.
José Vanderlei Menani, pela sua
orientacdo e dedicacdo na realizacéao

deste trabalho.

Aos professores do Departamento de
Fisiologia da Unesp - Araraquara e do
Programa de Pb6s-Graduacdo em Ciéncias
Fisioldgicas expresso meu respeito e

gratidao.

Agradeco a todas as pessoas do
laboratdério, aos estagiarios, e em
especial aos funcionarios, Silas, Ana,

Reginaldo, Silvia, Silvana e D. 0Ofélia.

Aos funcionarios do Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas, Selma e Solange,

obrigada pela atencao.



Aos oOrgdos de fomento FAPESP, CAPES e
CNPq por tornarem possivel a realizacéao

deste trabalho. Especialmente agradeco

N

a FAPESP, pela concessdao da bolsa.

indice de abreviaturas e simbolos

4° V = quarto ventriculo

Amg = complexo amigdaldide

ANG = angiotensina

ANG | = angiotensina |

ANG Il = angiotensina Il

ANP = peptideo natriurético atrial

AP = area postrema

ASL = area septal lateral

ASLcont = area septal lateral contralateral
ASLips = area septal lateral ipslateral
ASM = area septal média

AV3V = regido anteroventral do terceiro ventriculo
BRVL = bulbo rostroventrolateral

CDS = clonidine displacing substance (substancia que promove o desligamento
da clonidina)

DAB = diaminobenzidina

DOCA = acetato de desoxicorticosterona
ECA = enzima conversora de angiotensina
FC = frequéncia cardiaca

g = grama(s)

HL = hipotalamo lateral

h = hora(s)

icv = intracerebroventricular



IEGs = imediate early genes (genes de expressao imediata)
ip = intraperitoneal

iv = intravenosa

kg = kilograma

LC = locus coeruleus

M = molaridade

min = minutos

mg = miligrama(s)

mm = milimetro(s)

ml = mililitro(s)

MOXO = moxonidina

NA = nucleo ambiguos

NaCl =cloreto de sddio

NBA = nucleo basal da amigdala

NBLA = nucleo basolateral da amigdala
NCA = nucleo central da amigdala

NPB = nucleo parabraquial

NPBL = nucleo parabraquial lateral

NPM = nucleo predptico mediano

NPMd = nucleo predptico mediano dorsal
NPMyv = nucleo predptico mediano ventral
NPV = nucleo paraventricular

NSH = nucleo septo-hipotalamico

NSO = nucleo supradptico

NTS = nucleo do trato solitario

NTSm = por¢ao medial do nucleo do trato solitario
OCVs = orgaos cincunventriculares

OSF = 6rgao subfornical

OVLT = érgéao vasculoso da lamina terminal
PAM = pressao arterial média

RX = RX 821002

sc = subcutaneo

SKF = SKF 86466

SNC = sistema nervoso central



VL = ventriculo lateral
o = alfa

ug = micrograma(s)
ul = microlitro(s)

pm = micrometro(s)
+ = mais ou menos

% = porcento

SUMARIO

RESUMO ...t ss s s mn e e n e e s e s mn e e s e 11
L S I 2 O 16
13V 300 51U 031\ S 20

L0 ] I Y0 39
METODOS .....oucueiuesiusesessesessssesss s ssss s sss s sssss s sss s sssssassseassseans 40
R Y 1T = PR 40
2. Cirurgia cerebral ... 40
3. Injec&o das drogas NO CErEDIO ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 41

4. Drogas iNJEtAGAS ..........uuuuuuuiiiiiiiii e 41

5. Medida da ingestdo de agua e de NaCl .............ooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 41

6. Medida da pressao arterial e frequéncia cardiaca .............cccoeevviiiiiieeneeennn. 42
7. Determinagao da expressao de C-fOS ......cooeeiviiiiiiiiiiiiie e 42
8. Histologia Cerebral ...............ueueiiiiiiiiiiieie e 43
9. Apresentacdo dos resultados e analise estatistica .............ccccccoooieiinnnn. 44
PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS REALIZADOS ........cccciiiimrerrnmeneeenanes 45
RESULTADOS ... .iiiiiiirerirsssnr s s sms e s e smns s sassmn e s s e s ssmn s s s s mmn e s sesssmnnsenas 50
1. ANalise NiStOlOGICA ......ccvuuiiiiiiii e 50



2. Efeitos da injecdo de moxonidina no VL e 4° V sobre a ingestdo de agua e
de NaCl hipertdnico em ratos depletados de sOdio ............eveeeiiieiiiiiiiiiinnnnnnn. 51

3. Efeitos de injegdes unilaterais e bilaterais de moxonidina no complexo
amigdaldide sobre a ingestdo de agua e de NaCl hipertbnico em ratos
depletados de SOAIO .........uiiiiiiii e 55

4. Efeitos de injecdes bilaterais de moxonidina no nucleo central da amigdala
sobre a ingestdo de agua e de NaCl hipertbnico em ratos depletados
[0 =T o [ [ R PR 58

5. Efeitos de inje¢des bilaterais de moxonidina no nucleo basal da amigdala
sobre a ingestdo de agua e de NaCl hipertdbnico em ratos depletados de
5T o [ [0 60

6. Efeitos da injecdo de moxonidina no HL sobre a ingestao de agua e de NaCl
hipertdnico em ratos depletados de SOAIO .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 62

7. Efeitos da associagdo de ioimbina e moxonidina injetadas no VL sobre a
ingestao de agua e de NaCl hipertonico em ratos depletados de sddio ......... 64

8. Efeitos da associagcdo de RX 821002 (RX) e moxonidina injetados no VL
sobre a ingestdo de agua e de NaCl hipertbnico em ratos depletados
[0 =T o [ [ RPN 67

9. Efeitos da associagdo de SKF 86466 (SKF) e moxonidina injetados no VL
sobre a ingestdo de agua e de NaCl hipertbnico em ratos depletados
[0 =T o [T R PR 70

10. Efeitos da inje¢do de moxonidina no VL sobre as respostas pressoras
produzidas pela injecdo de ANG Il ou carbacol no VL em ratos
= ToT0] o =T [0 1 SRR 73

11. Efeitos da associagdo de ioimbina e moxonidina injetadas no VL sobre as
respostas pressoras produzidas pela injecdo de ANG Il no VL em ratos
= ToT0] o =T [0 1 RSP 78

12. Efeitos da injecdo de moxonidina no 4° V sobre as respostas pressoras
produzidas pela injecdo de ANG Il ou carbacol no VL em ratos
= ToT0] o =T [0 1 RPN 80

13. Efeitos da inje¢cdo de moxonidina no HL sobre as respostas pressoras
produzidas pela injecdo de ANG Il ou carbacol no VL em ratos
= [o70] o =T [0 1 PPN 83

14. Expressdo de c-fos apds administracdo de moxonidina no VL em ratos
normalmente hidratados e saciados .............ccceeieiiiiiii i, 86



15. Expressao de c-fos apds associacdo de moxonidina e ANG Il injetadas no

1Y SRR 89
16. Estudo da expressao de c-fos apds administragdo de moxonidina no VL em
ratos depletados de SOAIO .......cooevuiiiiiiii e 93
DISCUSSADQ ......ococecircreetrcras e eaeras e e sas e ssesas e s e eassessesas s esesassessesasssssesssnsenes 96
Efeitos de injecbes centrais de moxonidina na ingestao de NaCl ................... 95
a) Ventriculo lateral € 4° ventriculo ... 95

b) Complexo amigdaldide, nucleo central da amigdala e nucleo basal da
AMIGAIA ... e a e aan 96

C) Hipotalamo lateral ............ooueeiiiiiee e 99

d) Envolvimento dos receptores adrenérgicos o, no controle da ingestao de
S Lo [T S 100

Efeitos da injegdo central de moxonidina na resposta pressora produzida pela
ativacdo angiotensinérgica e colinérgica central ................ccoooviiiiiiiiieeeeeee, 103

a) Efeito da injecdo de moxonidina no VL sobre a resposta pressora produzida

pela ANG Il € Carbacol .........ooooiiiiiei e 104
b) Efeito da injecdo de moxonidina no 4° V sobre a resposta pressora
produzida pela ANG Il € carbacol ...........ccooovvviiiiiiiiie e, 105
c) Efeito da injecdo de moxonidina no HL sobre a resposta pressora produzida
pela ANG Il € Carbacol .........oooviiiiiii e 106
Efeitos da moxonidina injetada centralmente na expressao da proteina c-fos em
diferentes tratamentos ...........ooovieiiii i 107
ST U] Y [ 112
(030 N[ o3 U ST o ] 1S 113
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooueececececsecsesscsssssessessesssssssssssssseas 114

10



RESUMO

Em situagdes em que a agua e/ou sodio estdo em falta no organismo,
receptores localizados em diversas partes do organismo ou hormonios
produzidos sinalizam para algumas regides especificas do cérebro, que uma
vez ativadas, desencadeiam respostas renais e/ou o comportamento de busca
pela agua e sodio. Entre essas areas destacam-se: o 6rgao vasculoso da
lamina terminal (OVLT), o 6rgao subfornical (OSF), a regido anteroventral do
terceiro ventriculo (AV3V), o hipotalamo, a amigdala, a area septal (AS), o
nucleo do trato solitario (NTS), a area postrema (AP) e o nucleo parabraquial
lateral (NPBL). Além de participarem do controle do equilibrio hidroeletrolitico,
essas areas também estdo envolvidas com o controle cardiovascular.

A angiotensina Il (ANG Il) € um peptideo que ativa a ingestao de agua e
de sodio, além de participar da regulagdo cardiovascular. Outros
neurotransmissores podem inibir a ingestao de agua e sodio, como serotonina,
colecistocinina e peptideo natriurético atrial. Um mecanismo inibitério da
ingestdo de agua e de sodio também muito estudado esta relacionado com
receptores adrenérgicos a, e imidazoélicos centrais. A moxonidina, assim como
a clonidina, agonistas de receptores adrenérgicos o, e imidazdlicos, séo drogas
anti-hipertensivas que administradas centralmente reduzem a ingestao de agua
e de sodio induzida por diferentes protocolos (privacdo hidrica, deplecéo de
sédio de 24 h, administracdo de ANG Il). Portanto, foram objetivos deste
trabalho:

a) estudar os efeitos da injecao de moxonidina nos ventriculos cerebrais
(ventriculo lateral — VL e 4° ventriculo — 4° V), no complexo amigdaloide, no
nucleo central da amigdala (NCA), no nucleo basal da amigdala (NBA) e no
hipotalamo lateral (HL) sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplecéo
de sddio (tratamento com o diurético furosemide + dieta deficiente de sddio por
24 h);

b) verificar os efeitos da moxonidina injetada no VL, 4° V e HL sobre as
respostas pressoras produzidas pela injegdo de ANG Il ou carbacol no VL;

c) investigar o papel dos receptores adrenérgicos a, nos efeitos da

moxonidina injetada no VL sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por 24 h
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de deplecao de sédio e respostas pressoras produzidas pela ANG Il injetada
centralmente;

d) analisar a ativacdo de areas prosencefalicas apds a administragao de
moxonidina no VL em ratos normovolémicos, depletados de sddio ou tratados
com ANG Il centralmente com a utilizagdo da marcagao por imuno-histoquimica
da proteina c-fos.

Para tanto, foram utilizados ratos com canulas de acgo inoxidavel
implantadas nos ventriculos cerebrais: VL (volume de injecdo de 1 a 3 pul) e 4°
V (volume de injegdo 1 ul); unilateralmente no HL (volume de injegcédo 0,5 pl); e
bilateralmente no complexo amigdaldide (volume de injegdo de 1 pl), NCA
(volume de injegao de 0,2 - 0,4 ul) e NBA (volume de injecao de 0,2 - 0,4 pl).

A injecdo de moxonidina (20 nmol) no VL promoveu a reducé&o da
ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por 24 h de deplegdo de sodio durante todo o
experimento, enquanto que moxonidina injetada no 4° V reduziu a ingestdo de
NaCl 0,3 M apenas nos 60 min de experimento. Inje¢des bilaterais de
moxonidina no complexo amigdaldide (5, 10 e 20 nmol/1 ul) e no NBA (20
nmol/0,4 pnl) reduziram a ingestdo de NaCl 0,3 M, enquanto que injegdes
bilaterais dessa droga no NCA nao alteraram a ingestdao de NaCl 0,3 M no
protocolo utilizado. Moxonidina (20 nmol/0,5 pl) injetada unilateralmente no HL
nao afetou a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplecao de sédio. Esses
resultados mostram que a inibicdo da ingestdo de NaCl hiperténico decorre da
ativacdo de receptores adrenérgicos ay/imidazolicos produzida pela injecdo de
moxonidina no VL, 4° V e complexo amigdaldide (em especial no NBA), mas
ndo no HL e NCA.

Para se aprofundar no estudo do papel dos receptores adrenérgicos oy
no efeito inibitério da moxonidina na ingestdao de NaCl 0,3 M foram utilizados
diferentes antagonistas especificos de receptores adrenérgicos a,, como o RX
821002, ioimbina e SKF 86466 em associacdo com a moxonidina. Os
resultados mostraram que a injecao icv de RX 821002 (40 e 80 nmol) e SKF
86466 (640 nmol) aboliram o efeito inibitdério da moxonidina (20 nmol) sobre a
ingestdo de NaCl 0,3 M durante todo o periodo experimental, enquanto, a
ioimbina (320 nmol) aboliu o efeito antinatriorexigénico da moxonidina apenas

nos periodos finais do experimento (60 e 120 min). Esses dados demonstram o
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envolvimento dos receptores adrenérgicos a, centrais no papel inibitério da
moxonidina sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deple¢ao de sddio.
Além disso, foi observado um aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M apds o
tratamento apenas com os antagonistas RX 821002 (40 nmol) e ioimbina (320
nmol), sugerindo um possivel papel ténico dos receptores adrenérgicos oy
centrais no controle da ingestdo de NaCl hipertonico.

Apenas a administragdo de moxonidina (respectivamente, 20 e 80 nmol)
no HL e VL ndao promoveu alteragdes na pressao arterial média (PAM) e na
frequéncia cardiaca (FC). Por outro lado, quando administrada no 4° V, a
moxonidina (20 nmol) promoveu hipotens&o e bradicardia. A administracéo de
moxonidina no VL na dose de 80 nmol reduziu as respostas pressoras
produzidas pela injecdo central de ANG Il (50 ng) e de carbacol (4 nmol).
Moxonidina (20 nmol) injetada no HL e no 4° V reduziu as respostas pressoras
produzidas pela injecdo central de ANG Il, mas n&o as do carbacol. Assim,
demonstrou-se que a inje¢do central de moxonidina inibe respostas pressoras
produzidas pela ativagdo angiotensinérgica (principalmente) e colinérgica (em
menor grau). A administracdo de ioimbina (320 nmol) no VL aboliu o efeito
inibitério da moxonidina (80 nmol) no VL sobre a resposta pressora a ANG I
icv, sugerindo que a moxonidina atuaria em receptores adrenérgicos oy

centrais inibindo a resposta pressora a ANG II.

Em animais normovolémicos e saciados, a injegdo de moxonidina no VL
promoveu a expressao da proteina c-fos nas seguintes areas: OVLT, area
septal lateral ipsilateral (ASLips), nucleo preoptico mediano ventral (NPMv),
nucleo paraventricular (NPV) e nucleo supadptico (NSO), que sado estruturas

envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico e regulagao cardiovascular.

O tratamento com ANG Il (50 ng) icv aumentou a expressao de c-fos nas
seguintes areas: ASLips, nucleo preodptico mediano dorsal (NPMd), NPV e
nucleo septo-hipotalamico (NSH) e reduziu a expressao de c-fos na ASLcont
(area septal lateral contralateral). O tratamento prévio com moxonidina n&o
alterou a expressido de c-fos produzida pela ANG Il central. Como os dois
tratamentos isoladamente aumentam a expressao de c-fos em areas cerebrais
semelhantes, é dificil saber qual tratamento € o responsavel pela expressao de

c-fos apo6s a combinagdo dos dois tratamentos. Talvez, a moxonidina esteja
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inibindo a expressao de c-fos desencadeada pela ANG Il e a expressao de c-

fos que se observa apés os dois tratamentos seja efeito apenas da moxonidina.

Em animais depletados de sddio, verificou-se que houve aumento da
marcagao para c-fos no NPMd e na ASLips e redugédo no OVLT apéds a injecéo
de moxonidina, sugerindo que modificagdo na atividade dessas areas possa
estar relacionada ao efeito inibitério da moxonidina sobre a ingestdo de NacCl
0,3 M.

Em resumo, os resultados mostraram que:
a) injecao de moxonidina no VL, 4° V, complexo amigdaléide e NBA, mas nao
no HL e NCA, inibe a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida pelo protocolo de
deplecgao de soédio;
b) RX 821002, ioimbina e SKF 86466, antagonistas especificos de receptores
adrenérgicos ap, aboliram o efeito inibitério da moxonidina sobre a ingestdo de
NaCl 0,3 M, sugerindo que este efeito inibitério da moxonidina seria mediado
pelos receptores adrenérgicos oy centrais. RX 821002 (40 nmol) e ioimbina
(320 nmol) aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida pela deplegao de
soédio, sugerindo um possivel papel tdnico dos receptores adrenérgicos oo
centrais na inibicao da ingestao de NaCl;
c) moxonidina injetada no VL, 4° V e HL reduziu as respostas pressoras
decorrente da ativagdo angiotensinérgica central, enquanto que somente a
dose de 80 nmol de moxonidina injetada no VL foi capaz de reduzir o efeito
pressor do carbacol (4 nmol), mostrando que a injecdo central de moxonidina &
capaz de inibir principalmente a resposta pressora da ANG Il (50 ng) e em
menor grau, o efeito pressor do carbacol. A reducdo do efeito pressor da ANG
Il promovido pela injecdo de moxonidina (80 nmol) no VL foi abolido pela
injecao icv de ioimbina (320 nmol), sugerindo uma participagdo dos receptores
adrenérgicos oy centrais no efeito inibitério da moxonidina sobre a resposta
pressora produzida pela ativagao angiotensinérgica;
d) em ratos normovolémicos e saciados, a injegdo de moxonidina (20 nmol) no
VL promoveu expressao da proteina c-fos em varias areas cerebrais: OVLT,
ASLips, NPMv, NPV e NSO. A injecao de ANG Il (50 ng) no VL aumentou a
expressao de c-fos na ASLips, NPMd, NPV e NSH e reduziu na ASLcont. A
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injecao icv de moxonidina nao alterou a expressdo de c-fos produzida pela
associacao veiculo + ANG II.

e) em animais depletados de sddio, a injecdo icv de moxonidina (20 nmol)
aumentou a marcagao para a proteina c-fos na ASLips e NPMd e reduziu no
OVLT, sugerindo que modificagcdo na atividade dessas areas possa ser
responsavel pelo efeito inibitério da moxonidina sobre a ingestdo de NaCl 0,3
M.
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ABSTRACT

Deficit of water and sodium in the body is detected by receptors located
in different parts of the body. These receptors or hormones signalize to specific
areas in the brain that control renal responses and water and sodium intake.
Among these areas are: organum vasculosum of the lamina terminalis (OVLT),
subfornical organ (SFO), anteroventral third ventricle (AV3V) region,
hypothalamus, amygdala, septal area (SA), nucleus of the solitary tract (NTS),
area postrema (AP) and lateral parabrachial nucleus (LPBN). Besides the
regulation of fluid and electrolytic balance, these areas are also involved in
cardiovascular control.

Angiotensin Il (ANG Il) is a peptide that induces water and sodium
ingestion and participates in cardiovascular regulation. Other neurotransmitters,
like serotonin, cholecystokinin and atrial natriuretic peptide, can inhibit water
and sodium intake. Another important inhibitory mechanism for water and
sodium intake is related to central ay-adrenergic/imidazoline receptors. Central
injection of the anti-hypertensive drugs, moxonidine and clonidine (oo-
adrenergic/imidazoline receptor agonists), reduces water and sodium intake in
different protocols (water dehydration, 24 h sodium depletion and administration
of ANG Il). So, the goals of this study were:

a) to study the effects of moxonidine injected into the cerebral ventricles
(lateral ventricle - LV and 4™ ventricle - 4™ V), amygdaloid complex, central
nucleus of amygdala (CNA), basal nucleus of amygdala (BNA) and lateral
hypothalamus (LH) on 0.3 M NaCl intake induced by sodium depletion
(treatment combining subcutaneous injection of furosemide + sodium deficient
food for 24 h);

b) to test the effects of moxonidine injected into LV, 4™ V and LH on the
pressor response produced by the injection of ANG Il and carbachol
(cholinergic agonist) into the LV;

c) to investigate the participation of op-adrenergic receptors on the
effects of moxonidine, injected into LV, on sodium depletion-induced 0.3 M

NaCl intake and ANG ll-induced pressor response;
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d) using imunohistochemical technique, to detect c-fos protein in
forebrain areas after moxonidine injection into LV in normovolemic rats, sodium
depleted rats or rats that were treated with central injection of ANG II.

Male Holtzman rats with a stainless steel guide-cannulas implanted into
the cerebral ventricles: LV (volume of injection: 1-3 ul) and 4™ V (volume of
injection: 1 pl); unilaterally into LH (volume of injection: 0.5 ul) and bilaterally
into the amygdaloid complex (volume of injection: 1 pul), CNA (volume of
injection: 0.2-0.4 ul) and BNA (volume of injection: 0.2-0.4 ul) were used.

Moxonidine (20 nmol) injected into LV reduced sodium depletion-induced
0.3 M NaCl intake during all the period of the experiment (120 min), while
moxonidine injected into 4™ V, reduced 0.3 M NaCl intake only in the first 60
min. Bilateral injections of moxonidine (5, 10 and 20 nmol/1 ul) into amygdaloid
complex and BNA (20 nmol/0.4 ul), but not into CNA, reduced sodium
depletion-induced 0.3 M NaCl intake. Unilateral injection of moxonidine into LH
did not change sodium depletion-induced 0.3 M NaCl intake. These results
show that the activation of a,-adrenergic/imidazoline receptors produced by the
injection of moxonidine into LV, 4™ V and amygdaloid complex (especially into
the BNA), but not into LH and CNA, reduce hypertonic NaCl intake.

To investigate the role of the ay-adrenergic receptors on the inhibitory
effect of moxonidine on 0.3 M NaCl intake, specific ay-adrenergic receptor
antagonists, such as RX 821002, yohimbine and SKF 86466, were combined
with moxonidine. The results show that icv injection of RX 821002 (40 and 80
nmol) and SKF 86466 (640 nmol) abolished the inhibitory effect of moxonidine
(20 nmol) on 0.3 M NaCl intake during all the period of the experiment, while
yohimbine (320 nmol) abolished the antinatriorexigenic effect of moxonidine
only in the last hour of the experiment (60 to 120 min). These results suggest
the involvement of central ay-adrenergic receptors on the inhibitory effect of
moxonidine on sodium depletion-induced 0.3 M NaCl intake. Besides, we
observed an increase on sodium depletion-induced 0.3 M NaCl intake following
the treatment with RX 821002 (40 nmol) and yohimbine (320 nmol) alone, that
suggests a possible tonic function to the central az-adrenergic receptors on the

control of hypertonic NaCl intake.
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The injection of moxonidine alone (respectively, 20 and 80 nmol) into LH
and VL did not change mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR), while
moxonidine administered into 4™ V produced hypotension and bradycardia. The
80 nmol dose of moxonidine injected into LV reduced the pressor response
produced by central injections of ANG Il (50 ng) and carbachol (4 nmol).
Moxonidine (20 nmol) injected into LH and 4" V reduced the ANG Il-induced
pressor response, but not carbachol-induced pressor response. So, it was
demonstrated that central injection of moxonidine reduces the pressor
responses produced by angiotensinergic (mainly) and cholinergic activation (in
a minor degree). The injection of yohimbine (320 nmol) into the LV abolished
the inhibitory effect of moxonidine (80 nmol), also injected into LV, on the
pressor response produced by icv injection of ANG II, suggesting that
moxonidine acting through central op-adrenergic receptors inhibits ANG II-
induced pressor response.

The injection of moxonidine into LV in normovolemic and satiated rats
induced the expression of c-fos protein in the following areas: OVLT, ipslateral
lateral septal area (ipsLSA), ventral median preoptic nucleus (VMPN),
paraventrivular nucleus (PVN) and supraoptic nucleus (SON). These areas are
involved in the fluid and electrolytic balance and cardiovascular regulation.

ANG Il injected into LV produced c-fos expression in the following areas:
ipsLSA, dorsal median preoptic nucleus (dMPN), PVN and SHN and reduced c-
fos expression in contLSA (contra lateral lateral septal area). Previous injection
of moxonidine did not change the c-fos protein expression induced by central
injection of ANG Il. Separated treatments with moxonidine and ANG |l produce
c-fos expression in similar areas, so it is difficult to know which treatment is
responsible to c-fos protein expression observed after the combination of the
two treatments. Maybe, moxonidine could be inhibiting the c-fos expression
induced by ANG Il and the c-fos expression noted after the combined treatment
could be produced only by moxonidine.

In sodium depleted rats, icv injection of moxonidine induced an increase
on c-fos expression in ipsLSA and dMPN, and a decrease in OVLT, suggesting
that changes in the activity of these areas could be responsible to the inhibitory
effect of moxonidine on 0.3 M NaCl intake.

In summary, the results showed:
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a) moxonidine injected into LV, 4™ V, amygdaloid complex and BNA, but not
into LH and CNA, inhibits sodium depletion-induced 0.3 M NaCl intake;

b) RX 821002, yohimbine and SKF 86466 (specific ay-adrenergic receptor
antagonists) abolished the inhibitory effect of moxonidine on 0.3 M NaCl intake,
suggesting that the inhibitory effect of moxonidine is mediated through op-
adrenergic receptors. RX 821002 and yohimbine increased sodium depletion-
induced 0.3 M NaCl intake, suggesting a possible tonic role of ay-adrenergic
receptors on the inhibition of NaCl intake;

c) moxonidine injected into LV, 4™ V and LH reduced the pressor response
produced by central angiotensinergic activation, while moxonidine injected only
into LV was able to reduce the pressor effect of carbachol. Therefore central
injection of moxonidine can inhibit mainly the ANG ll-induced pressor response
and only partially carbachol-induced pressor response. The reduction on ANG
ll-induced pressor response produced by moxonidine injected into LV was
abolished by the pre treatment with yohimbine, suggesting the involvement of
central ap-adrenergic receptors on the inhibitory effect of moxonidine on the
pressor response produced by angiotensinergic activation;

d) in normovolemic and satiated rats, moxonidine injected into LV induced c-fos
expression in several cerebral areas: OVLT, ipsLSA, vMPN, PVN and SON.
ANG II (50 ng) injected into LV increased c-fos expression in the following
areas: ipsLSA, dMPN, PVN and SHN and reduced c-fos expression in contLSA.
The icv injection of moxonidine did not change de c-fos expression induced by
ANG II.

e) in sodium depleted animals, the icv injection of moxonidine induced an
increase in c-fos expression in ipsLSA and dMPN and a reduction in OVLT,
suggesting that changes in the activity of these areas could be responsible to

the inhibitory effect of moxonidine on 0.3 M NaCl intake in this protocol.
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INTRODUGAO

Diariamente através do suor, respiracado e principalmente pela excrecao
urinaria ha perda de agua e/ou eletrdlitos, em especial o sddio. Mecanismos
sdo acionados no organismo para controlar e/ou repor a perda dessas
substancias, pois o controle da osmolaridade é importante para a manutencéao
do volume normal das células em todos os tecidos e o controle do volume dos
liquidos € necessario para o funcionamento normal do sistema cardiovascular.
Os rins tém um papel importante na regulagdo da osmolaridade e do volume
dos liquidos gragas a sua capacidade de variar a excregdo de agua e solutos
durante o processo de formagao de urina. A regulagdo da osmolaridade dos
liquidos corporais exige que a entrada de agua e eletrodlitos seja igual a perda
pelo corpo e para tanto, a regulacéo envolve a agéo integrada dos centros da
sede e secretores de horménio antidiurético do hipotalamo e a capacidade dos
rins de excretar uma urina hiposmaética ou hiperosmética. A excregao do ion
sodio é dependente da acao dos rins, sendo influenciada pelo sistema nervoso
simpatico, sistema cardiovascular e horménios. Os sensores espalhados por
todo corpo, principalmente os sensores de volume vascular no territério de
baixa e alta pressdo, controlam o volume circulante efetivo. Os sinais
hormonais e neurais modulam a excreg¢ao renal de sddio para que ela se iguale
a sua entrada (Berne e cols., 2000).

Em situagdes em que a agua e/ou sédio estdo em falta no organismo, a
acao dos rins sozinhos nao é suficiente para normalizar o quadro. Assim
sendo, a recuperagao da normalidade s6 pode ser obtida com as ingestbes de
agua e de sodio reguladas por mecanismos ativados pelas situagbes de
hipovolemia ou alteracbes de osmolaridade. Nestas situacdes, receptores
localizados em diversas partes do organismo sinalizam, por meio de impulsos
nervosos ou hormonios, para algumas regides especificas do cérebro que, uma
vez ativadas, desencadeiam respostas renais e/ou o comportamento de busca
pela agua e sodio (Johnson e Edwards, 1990; Thunhorst e Johnson, 1994).

A desidratagdo intra e extracelular (hipovolemia) s&o as principais
causas de ingestdo induzida por déficit. A desidratacdo intracelular é o

resultado da saida de agua do compartimento celular decorrente do aumento
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da osmolaridade plasmatica. A perda de agua pela célula é detectada pelos
osmorreceptores que sido sensores especializados em detectar pequenas
variagdes na osmolaridade, sendo ativados pela redugdo de seu volume,
gerando sinais para o sistema nervoso central (SNC) e ativando, assim, os
mecanismos que desencadeiam a sede (Johnson e Edwards, 1990).

A hipovolemia, por sua vez, é detectada por receptores de pressao (ou
estiramento) localizados nos vasos. Ha dois tipos de receptores de
estiramento, os de baixa pressédo ou receptores cardiopulmonares localizados
nas paredes das grandes veias, atrio e circulagdo pulmonar; e os receptores de
alta pressao localizados no arco da aorta e seio carotideo. O relaxamento
desses receptores de estiramento induzido pela redugdo de volume e/ou
pressédo sanguinea ativa a ingestdo de agua e de sédio. A hipovolemia também
reduz a pressao de perfusdo renal que é detectada por pressorreceptores
localizados nesses Orgaos ativando o sistema renina-angiotensina e
estimulando a ingestdo de agua e sédio (Johnson e Edwards, 1990).

No SNC, mecanismos excitatérios e inibitérios podem ser ativados para
se controlar a ingestdo de agua e sédio. As influéncias excitatérias de areas
prosencefalicas no controle do equilibrio hidroeletrolitico tém sido bem
estudadas, enquanto que 0s mecanismos centrais inibitorios ndo sdo bem
compreendidos e tém sido demonstrados tanto em &areas anteriores quanto
posteriores do cérebro (Johnson e Edwards, 1990; Ferrari e cols., 1990; Ferrari
e cols., 1991; Edwards e cols., 1993; Menani e Johnson, 1995; De Paula e
cols., 1996; Menani e cols., 1996; De Luca Jr. e Menani, 1997).

Dentre as areas prosencefalicas envolvidas no controle do equilibrio
hidroeletrolitico e regulagdo cardiovascular merecem destaque o 6érgéo
vasculoso da lamina terminal (OVLT), érgao subfornical (OSF) e a regiao
anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V). Lesdo do OVLT em cachorros
reduziu a ingestdo de liquidos induzida tanto pela infusdo intravenosa (iv) de
ANG Il quanto pela administracido sistémica de solucdo hipertbnica de cloreto
de sodio (NaCl) (Thrasher e cols., 1982; Thrasher e Keil, 1987; Fitzsimons,
1998). A lesdo do OSF reduziu a resposta dipsogénica a ANG Il administrada iv
no rato (Abdelaal e cols., 1974; Simpson e Routtenberg, 1975; Fitzsimons,
1998). A regido AV3V tem sido considerada como um centro de integragao das

informacdes cardiovasculares e do equilibrio hidroeletrolitico, sendo que lesdes
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desta regido reduzem a ingestdo de agua induzida pela administracdo
intracerebroventricular (icv) de ANG Il, isoproterenol iv, ativagdo colinérgica
central, salina hipertonica iv e coldide hiperoncético intraperitoneal (ip) (Brody e
Johnson, 1980; Johnson, 1985; Menani e cols., 1990; Colombari e cols.,
1992a). A lesao da regiao AV3V também reduz a resposta pressora produzida
pela ANG Il (Johnson, 1985).

Ha ainda um circuito cerebral fundamental para o controle da ingestao
de agua e sodio compreendendo o hipotalamo, a amigdala e a area septal,
sendo o hipotalamo responsavel pela regulagédo, enquanto que as outras duas
estruturas estariam relacionadas com a modulagédo da atividade hipotaldamica
(Covian e cols., 1975). O hipotalamo e a amigdala compreendem regides
estimulatdrias e inibitorias do apetite ao sédio (Covian e cols., 1975). Estudo
eletrofisiolégico realizado em gato mostrou que estruturas presentes no
hipotalamo medial e anterior na regido do nucleo supraquiasmatico
funcionariam como um centro de recepgdo e integragdo para a regulagao
cardiovascular e dos liquidos corporais (Fitzsimons, 1998). Ha evidéncias que o
hipotalamo anterior também ¢é importante para o comportamento da ingestao
de liquidos (Andersson, 1978; Fitzsimons, 1998). Lesdo no hipotalamo lateral
(HL) pode reduzir ou abolir a ingestao de sédio induzida por uma deficiéncia de
sédio ou tratamento por mineralocorticoide (Wolf, 1967; Schulkin e Fluharty,
1985). A amigdala central também €& uma area importante na regulacdo do
equilibrio hidroeletrolitico, porque possui receptores para aldosterona (Stumpf e
Sar, 1979; Sakai e cols., 1990) e também uma consideravel concentracao de
terminais angiotensinérgicos (Lind e cols., 1985), substancias que participam
da regulagao da ingestao de sédio. Estudos demonstraram que leséo do nucleo
central da amigdala (NCA) prejudica a ingestdao de sédio normal diaria dos
animais, bem como a ingestdo de sodio induzida pelos tratamentos com o
acetato de desoxicorticosterona (DOCA) ou pela ANG Il cerebral produzida
pela injecdo icv de renina (Galaverna e cols., 1991), enquanto que a regiao
medial da amigdala é importante para a ingestdo de sodio induzida por
aldosterona, mas ndo por deplegdo de sédio ou adrenalectomia (Schulkin e
cols., 1989).

Em relagdo as areas do tronco cerebral destacam-se a area postrema

(AP), o nucleo do trato solitario (NTS) e o nucleo parabraquial lateral (NPBL). A
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AP é uma estrutura mediana que esta localizada na terminacdo caudal do 4°
ventriculo (4° V), sendo limitada lateralmente pelo NTS. Estudos mostraram
que lesdo da AP, bem como da AP + porgédo adjacente do NTS, aumenta o
consumo de solugado de NaCl (Contreras e Stetson, 1981; Kosten e cols., 1983;
Hyde e Mirelis, 1984; Watson, 1985; Edwards e cols., 1993) sugerindo um
papel dessas areas no controle da ingestdo de sédio. A AP e a porgdo medial
do NTS (NTSm) enviam proje¢cées para o NPBL (estrutura pontina) que, por
sua vez, envia projegdes eferentes para areas prosencefalicas envolvidas no
balango hidroeletrolitico, como nucleos especificos do hipotdlamo e amigdala
(Ciriello e cols., 1984; Herbert e cols., 1990; Jhamandas e cols., 1996; Krukoff e
cols., 1993; Shapiro e Miselis, 1985). Assim, um papel importante do NPBL
seria integrar as informagdes provenientes do NTSm e AP que, por sua vez,
poderiam influenciar a atividade de areas prosencefalicas envolvidas no
controle do equilibrio hidroeletrolitico. Além disso, importantes mecanismos
inibitérios da ingestdo de &agua e sodio, envolvendo mecanismos
serotonérgicos e colecistocinérgicos, foram recentemente descobertos no
NPBL (Menani e Johnson, 1995; Menani e cols., 1996; Menani e cols., 1998;
Menani e Johnson, 1998; De Gobbi e cols., 2000).

Dentre as substancias que ativam a ingestdo de agua e sodio, uma das
principais € o peptideo ANG Il, cuja produgéo esta aumentada em situagdes de
hipovolemia e hipotensdo. A ANG |l atua tanto por suas acbes periféricas
(controle da secrecao de aldosterona) como pela agao em algumas areas do
cérebro como a regido AV3V e OSF (Simpson e Routtenberg, 1973; Brody e
Johnson, 1980; Mangiapane e Simpson, 1980). H& ainda outras substancias
envolvidas no controle da ingestdo de agua e sdédio, exercendo um papel
inibitério como o peptideo natriurético atrial (ANP), cuja injecao central inibe a
ingestdo de sodio induzida tanto pela deplegcdo de sodio como pela ANG I
(Antunes-Rodrigues e cols., 1986). Além do ANP, noradrenalina, agonistas e
antagonistas adrenérgicos a, também participam do controle da ingestdo de
agua e solucdo de NaCl (Ferrari e cols., 1990; Ferrari e cols., 1991; De Luca e
cols., 1994; Barbosa e cols., 1995; De Paula e cols., 1996; De Luca e Menani,
1997; Yada e cols., 1997a; Yada e cols., 1997b).
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Percebe-se, portanto, que a regulagdo da ingestdao de agua e sdédio é
complexa, envolvendo uma série de areas e substancias, que interagem entre

si, para desencadear o comportamento ingestivo final.

Ingestao de soédio

A regulagdo do equilibrio hidroeletrolitico € mantida por um sistema
complexo de conservagdo, excregcdo e ingestdo, havendo uma contribuigdo
conjunta da ingestdo de agua e de sddio na regulagdo do volume corporal
(Stricker, 1980).

A ingestdo de agua pode ser estimulada pela hipovolemia, alteragao da
concentragdo osmoética dos liquidos corporais e ANG Il (Stricker, 1980).
Estimulos semelhantes aos utilizados para induzir a sede, podem induzir
também a ingestdo de sddio, portanto, hipovolemia, alteragdes da
osmolaridade dos liquidos corporais e hormdnios envolvidos no metabolismo
de sodio (sistema renina-angiotensina-aldosterona) poderiam promover a
ingestao desse ion (Stricker, 1980).

Ha diferentes protocolos experimentais que induzem a ingestdo de
soédio, como o tratamento com coldides (polietilenoglicol), formalina e dialise ip
(solugdo de glicose isosmotica) (Stricker e Wolf, 1966; Jalowiec e Stricker,
1970; Ferreyra e Chiaraviglio, 1977; Falk e Tang; 1980) que levam o animal a
uma situagcao de desidratagdo extracelular, desencadeando a ingestdao de
sodio. Outros métodos que promovem a ingestdo de sédio englobam o
estresse, a adrenalectomia, a administragcdo de mineralocorticéides, ANG Il e
renina (Richter,1936; Braun-Menendez e Brandt, 1952; Avrith e Fitzsimons,
1980; Avrith e cols., 1980; Coghlan e cols, 1981; Elfont e cols., 1984; Weiss e
cols.,1986; Fitzsimons, 1998).

A ingestao de sédio pode ser induzida ainda pela privagéo hidrica e pela
deplegao de sodio por 24 h. A privagao hidrica de 24 h leva o animal a uma
condicdo de desidratacdo que resulta em uma redugcdo do volume
(hipovolemia) e aumento da osmolalidade dos liquidos corporais, alterando,
assim, tanto o balango hidrico, quanto o balanco de eletrdlitos (McKinley e
cols., 1983; Weisinger e cols., 1985). O estado de hipovolemia desencadeado

pela privagcao hidrica levaria a producdo de ANG Il que estaria envolvida no
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aumento da ingestdo de soédio induzida por esse tratamento (Sato e cols.,
1996).

A deplecao de sodio de 24 h, por sua vez, € produzida pela combinagao
de uma natriurese e diurese farmacoldgicas (injecdo subcutadnea - sc - de
furosemide) associada a uma dieta deficiente em sodio, tendo os animais livre
acesso a agua (Sakai e cols., 1986; Weiss e cols., 1986; Sakai e cols., 1987).
Neste protocolo ocorre a perda de sodio, mas em virtude do acesso livre a
agua, resulta em reducdo do volume e da osmolalidade do liquido extracelular
com elevacdo das concentragcdes plasmaticas de ANG Il e aldosterona
(Fluharty e Epstein, 1983; Sakai e cols., 1986). Dessa forma, a ingestao de
sédio seria acionada ndo pela deficiéncia de sodio em si, mas pelas
consequéncias hormonais da perda do sodio, ou seja, por um aumento
sustentado nos niveis plasmaticos tanto de ANG Il quanto da aldosterona
(Fluharty e Epstein, 1983; Sakai e cols., 1986). Além disso, para a expressao
completa do quadro da ingestdo de sdédio que € induzida tanto pela privagéao
hidrica quanto pela deplecdo de sodio de 24 h, é necessaria a acdo da ANG |l

no cérebro (Weiss e cols., 1986; Sato e cols., 1996).

E interessante ressaltar que nos procedimentos mencionados
anteriormente, diferentemente da ingestdo de agua, a ingestdo de sddio so se
manifesta varias horas apdés a manipulagdo experimental, sugerindo que o
mecanismo responsavel pela ingestao de sédio precisa de mais tempo para ser
acionado completamente. Todavia, o tratamento combinado de injecbes sc de
furosemide associada a doses baixas de captopril (inibidor da enzima
conversora de angiotensina - ECA) promove uma ingestdo de agua e de
solugdes concentradas de NaCl em ratos sem que haja uma dissociagao
temporal desses comportamentos (Fitts e Masson, 1989; Masson e Fitts, 1989).
Esses autores mostraram que os ratos que receberam inje¢cdes de furosemide
para produzir diurese e natriurese seguida por inje¢cdes de captopril (inibidor da
ECA) numa dose suficientemente baixa para inibir a conversao de angiotensina
I (ANG 1) em ANG Il nos tecidos periféricos, mas nao no cérebro,
apresentavam uma rapida ingestao de agua e sodio (1 hora apos as injegdes)
que era depende da acdo da ANG Il formada dentro do SNC. Verifica-se,

assim, um papel caracteristico da ANG Il na ingestao de sédio.
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Angiotensina Il

A ANG Il faz parte do sistema renina-angiotensina-aldosterona que € um
sistema importante tanto para o controle do equilibrio hidroeletrolitico quanto
para a regulacdo cardiovascular e € produzida em situagdes em que ha
reducdes da osmolalidade plasmatica, do volume sanguineo ou da pressao

arterial.

a) Formagéo da ANG 1]

Células mioepiteliais modificadas, denominadas de células granulares ou
de células justaglomerulares, presentes na arteriola aferente renal, armazenam
uma protease acida, chamada renina, em numerosos granulos secretores
citoplasmaticos (Ganong, 1998; Johnson, 2000). Diminuicdo da pressado de
perfusdo sanguinea para os rins (hipotensdo e hipovolemia), ativacdo das
fibras nervosas simpaticas que inervam os rins e reducdo da concentracdo do
ion sédio para a macula densa promovem a secrecao de renina (Fitzsimons,
1998, Ganong, 1998; Berne e cols., 2000; Johnson, 2000). A renina é uma
enzima proteolitica cuja fungao € clivar o angiotensinogénio (proteina circulante
produzida pelo figado) dando origem a ANG I.

A ANG | (decapeptideo), por sua vez, é clivada pela ECA formando a
ANG Il. A maior parte de enzima de conversdo, que forma ANG Il na
circulagao, esta localizada nas células endoteliais, sendo que grande parte da
clivagem da ANG | a ANG Il ocorre nos pulmdes, porém também ha conversao
em outras partes do corpo. A ANG Il apresenta varias fungdes fisiologicas
como a regulagao da pressao arterial (vasoconstricao), controle da secrecao de
aldosterona (principal mineralocorticoide secretado pelo cértex da adrenal,
cujos principais efeitos envolvem o metabolismo dos ions sédio e potassio,
regulando, consequentemente, o volume do liquido extracelular) e da excrecéo
de sdédio (agao direta no tubulo renal conservando sédio), controle da ingestéao
de agua e sodio, secrecdo de vasopressina e além disso, pode participar do
aprendizado e memdria (Fitzsimons, 1998, Ganong, 1998; Berne e cols., 2000;
Johnson, 2000).
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b) ANG Il e o sistema nervoso central

As estruturas que constituem os orgaos circunventriculares (OCVs),
nucleo preodptico mediano (NPM) e a regido AV3V fazem parte de uma rede
que participa do controle da ingestdo de agua e sodio e da regulagéo
cardiovascular.

Os OCVs séao ricamente vascularizados com capilares fenestrados que
permitem que substancias presentes no sangue, como ANG Il alcancem e
estimulem terminagdes nervosas aferentes adjacentes. O OVLT, OSF e AP,
areas ricas em receptores de ANG Il, fazem parte dos OCVs, e exercem um
papel importante no controle da ingestdo de agua e sdédio, fungcédo renal e
pressdo sanguinea (Mosqueda-Garcia, 1996; Fitzsimons, 1998). A AP recebe
aferéncias do nervo do seio carotideo, nervo vago e nucleo hipotalamico, e se
projeta para o NTS, NPBL, nucleos ambiguos (NA) e bulbo rostroventrolateral
(BRVL). Importantes eferéncias do OSF se projetam para o nucleo
paraventricular (NPV), nucleo supradptico (NSO), regiao AV3V, HL e estruturas
limbicas. O OVLT, por sua vez, recebe aferéncias do OSF, hipotalamo anterior
e posterior, nucleo arqueado e locus coeruleus (LC) (Mosqueda-Garcia, 1996).

A regido AV3V corresponde ao tecido que circunda a parede
anteroventral do terceiro ventriculo no hipotalamo anterior e porgao ventral da
lamina terminal englobando o OVLT, a por¢cédo ventral do NPM (que faz
conexbes com o OSF, OVLT, hipotalamo anterior, regido predptica
periventricular e as areas preodpticas medial e lateral) e o nucleo predptico
periventricular, que sao sensiveis as acdes da ANG Il e exercem fungao
importante na homeostasia dos liquidos corporais. A regido AV3V e
principalmente o NPM recebem aferéncias noradrenérgicas e outras
informacgdes de grupos celulares presentes no NTS e em varias estruturas do
tronco cerebral que estdo relacionadas com a monitoragado da pressao arterial
e volume sanguineo (Fitzsimons, 1998).

Além dos OCVs, varias evidéncias sugerem que a amigdala tem um
papel importante no controle da ingestdo de sodio, incluindo a induzida pela
ANG Il. A amigdala apresenta imunorreatividade para ANG Il, e, além disso, o
NCA contém terminagcbes angiotensinérgicas e receptores de ANG Il e para

mineralocorticdides. E proposto que a amigdala seria um possivel sitio de
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interacdo entre ANG Il e mineralocorticéides para o aumento da ingestdo de
sodio (Schulkin, 1991; Fitzsimons, 1998).

c) ANG Il e a ingestao de agua e sodio

Estudos mostraram que a administracdo central e periférica de ANG I
estimulava tanto a ingestdo de agua, que ocorria em minutos, como a ingestéao
de solugdes hipertbnicas de NaCl, a qual, por sua vez, ocorria mais
tardiamente (horas ou dias) (Fitzsimons, 1971; Fitzsimons, 1972; Simpson e
cols., 1978; Avrith e Fitzsimons, 1980; Avrith, e cols., 1980; Coghlan e cols,
1981; Elfont e cols., 1984; Weisinger e cols., 1996; Fitzsimons, 1998; Phillips e
Sumners, 1998).

A utilizagdo de antagonistas ndo peptidicos de receptores da ANG Il
permitiu estudar o papel da ANG Il na sede, especialmente na que ocorre
durante a estimulagdo osmodtica ou privacdo hidrica. A ingestdo de agua
produzida pela injecdo icv de solugédo hipertdnica de NaCl foi reduzida ou
abolida quando estudada em animais tratados com inje¢ao icv de losartan
(antagonista dos receptores AT4 da ANG IlI). Na privagdo hidrica, dois
componentes seriam responsaveis por promover a sede, a desidratagao celular
e a extracelular, sendo que, em ambos, a ANG Il central teria fungcdo
importante (Fitzsimons, 1980; Fitzsimons, 1981; Blair-West e cols., 1994;
Weisinger e cols., 1996; Fitzsimons, 1998).

Antagonistas do sistema renina-angiotensina tém sido administrados
perifericamente, centralmente ou ambos para se verificar o papel da ANG Il na
ingestdo de sodio. Administracdo periférica e icv de inibidores da ECA
diminuem a ingestdo de sédio em diferentes espécies animais depletadas
deste ion (Moe e cols., 1984; Weisinger e cols., 1987; Weisinger e cols., 1996;
Fitzsimons, 1998). Animais tratados perifericamente com o inibidor da enzima
conversora de ANG (captopril) ou centralmente com losartan (antagonista de
receptores AT4¢) ou PD123319 (antagonista de receptores AT;) ingeriram
menos solugao hipertbnica de NaCl induzida por privacdo hidrica, sugerindo
que a ANG |l também é importante para ativar o comportamento de ingestéo de
sédio (Sato e cols., 1996).
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d) ANG Il e controle cardiovascular

A ANG Il cerebral além de participar da regulagdo da ingestdo de agua e
sédio, balango de liquidos e participar de possiveis fungdes cognitivas, também
regula a pressdo sanguinea. Os receptores da ANG Il estdo localizados em
nucleos e areas que estdo associados com o sistema nervoso autondémico e
que sao conhecidos por estarem envolvidos no controle cardiovascular
(Phillips, 1987; Ferguson e Washburn, 1998; Phillips e Sumners, 1998; Fitts e
cols., 2000).

Injecdo central de ANG Il promove aumento da pressao arterial,
envolvendo a ativagcdo do sistema nervoso simpatico, liberagdo de
vasopressina e inibicdo do barorrefelexo (Hoffman e cols., 1977; Phillips, 1987;
Imai e cols., 1989; Phillips e Sumners, 1998; Bishop e Sanderford, 2000).

Estudos com lesao e microinjegao sugerem que a AP e o OSF sao sitios
importantes para a acao central da ANG Il na regulagao cardiovascular. Além
disso, ANG Il injetada em diferentes areas cerebrais como NTS, NPV, LC,
entre outros, também é capaz de modificar a fung&o cardiovascular (Ferguson
e Washburn, 1998).

e) ANG Il e sistema noradrenérgico

A acao dipsogénica central da ANG Il poderia envolver uma interagao
com catecolaminas que seriam liberadas pela ANG Il (Fitzsimons, 1998). Foi
observado utilizando microdialise que a injecao icv de ANG Il promove
liberagdo de noradrenalina no hipotalamo anterior de ratos acordados (Qudri e
cols., 1991). Além disso, injecdo icv de 6-hidroxidopamina (neurotoxina de
neurbnios catecolaminérgicos) e de clonidina, agonista de receptores
adrenérgicos oap/imidazdlicos, atenuou a ingestdo de agua induzida por ANG I
central (Fitzsimons e Setler, 1975; Colombari e cols., 1990; Fitzsimons, 1998 ).

O sistema noradrenérgico parece nao interagir s6 com a resposta
dipsogénica da ANG Il, mas também com a sua resposta pressora.
Fentolamina (antagonista de receptores adrenérgicos o) e clonidina (agonista
de receptores adrenérgicos ap/imidazolicos) reduziram o efeito pressor

produzido pela ANG II, sugerindo que esta resposta possa ser mediada por
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uma estimulagdo noradrenérgica de receptores adrenérgicos o (Camacho e
Phillips; 1981; Colombari e cols., 1990).

Agonistas de receptores adrenérgicos as/imidazélicos no controle do

equilibrio hidroeletrolitico e regulagcao cardiovascular

Moxonidina e a clonidina, agonistas de receptores adrenérgicos o, e
imidazdlicos, sdo farmacos utilizados na clinica médica para o tratamento da
hipertensao (Ernsberger e cols., 1993a; Buccafusco e cols., 1995).

Varias evidéncias tém sugerido que o efeito anti-hipertensivo da
moxonidina e da clonidina é mediado pelo menos, parcialmente, pela ativacao
dos receptores imidazolicos. A acdo anti-hipertensiva desses farmacos seria
decorrente da acdo deles em receptores imidazodlicos do tipo |1 presentes no
BRVL que, quando ativados, diminuiriam a atividade neuronal deste nucleo,
suprimindo a atividade simpatica eferente, e consequentemente, reduzindo a
resisténcia vascular periférica total e a pressdo sanguinea. A frequéncia
cardiaca € menos afetada pelos agonistas de receptores |1 do que pelos
agonistas o, (Ernsberger e cols., 1987; Ernsberger e cols., 1993a; Ernsberger e
cols., 1993b; Ernsberger e cols., 1994; Haxhiu e cols., 1994; Buccafusco e
cols., 1995; Chan e Head, 1996).

Varios estudos foram realizados para verificar o papel da moxonidina e
da clonidina no controle do equilibrio hidroeletrolitico, mostrando que essas
drogas inibem a ingestdo de agua e sodio induzida por diferentes protocolos
experimentais, além de também apresentarem efeitos renais (Fregly e Kelleher,
1980; Fregly e cols., 1981; Fregly e cols., 1984a; Fregly e cols., 1984Db; Ferrari
e cols., 1990; Ferrari e cols., 1991; Callera e cols., 1993; Callera e cols., 1994;
Smyth e Penner, 1995; Hohage e cols., 1997;Yada e cols., 1997a; Yada e cols.,
1997b; De Oliveira e cols., 1998; Menani e cols., 1999; Sugawara e cols., 1999;
De Oliveira e cols., 2000).

a) Receptores imidazdlicos

Os receptores imidazolicos apresentam bem definidas duas sub

populagdes: os receptores imidazolicos do tipo |1 e os do tipo > (Michel e
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Ernsberger, 1992), sendo uma diferenga entre eles, o fato dos receptores | se
ligarem tanto a clonidina quanto ao idazoxan, enquanto que os I, se ligam
apenas ao idazoxan (Farsang e Kapocsi, 1999; Bousquet e cols., 2000; Brasili,
2000).

Os receptores imidazdlicos |4 estdo localizados nas membranas
celulares (Piletz e cols., 1991: Ernsberger e cols., 1995) e podem estar
acoplados a proteina G (Brasili, 2000) ou a ativagado desses receptores pode
levar a producdo de segundos mensageiros diacilglicerol e fosfocolina,
formando, em seguida, acido aracdbnico o qual poderia ser convertido em
prostaglandina e eicosandides (Ernsberger e cols., 1995; Ernsberger e cols.,
1997). Ja os receptores |, estdo primariamente localizados na mitocondria,
podendo estar envolvidos na regulagdo das monoaminooxidases (Tesson e
cols., 1995) e na regulagao de canais de potassio (Okumara e cols., 1992).

Varios extratos cerebrais tém sugerido possiveis ligantes enddgenos a
estes receptores (Meeley e cols., 1986; Ernsberger e cols., 1988; Farsang e
Kapocsi, 1999; Bousquet e cols., 2000), porém a individualizagdo de
substancias ativas presentes nesses extratos ndo foram identificadas. Alguns
desses extratos administrados centralmente reduziram a pressao arterial,
enquanto que outros apresentaram efeito hipertensor quando injetados
diretamente no BRVL (Meeley e cols., 1986; Bousquet e cols., 1986; Bousquet
e cols., 1995; Bousquet e cols., 2000). Dentre os possiveis ligantes endégenos
merecem destaque as substancias coletivamente denominadas de CDS
(clonidine displacing substance — substancia que promove o desligamento da
clonidina) que foram parcialmente purificadas de alguns extratos. Ha também a
agmatina (arginina descarboxilada) que também parece ser um dos
componentes desses extratos (Li e cols., 1994; Farsang e Kapocsi, 1999;
Bousquet e cols., 2000; Brasili, 2000), porém ha controvérsias, pois a
administragdo icv de agmatina produz bradicardia, mas n&o hipotenséo,
diferentemente do que ocorre apdés a administragdo de agonista imidazdlico I
(Head e cols., 1997; Farsang e Kapocsi, 1999; Bousquet e cols., 2000; Brasili,
2000). Além disso, ha indicagao de que a agmatina também poderia se ligar em
receptores adrenérgicos ay (Pinthong e cols., 1995).

A estimulacdo dos receptores imidazdlicos promove aumento do

clearance osmatico, diurese e natriurese (Smyth e Penner, 1995; Hohage e
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cols., 1997). Podem também contribuir para a regulagcao da pressao ocular e
temperatura (Romanovsky e cols., 1993; Campbell e Potter, 1994; Farsang e
Kapocsi, 1999). Além disso, apresentam efeitos metabdlicos regulando o
metabolismo da glicose, uma vez que a administragéo central de agmatina e
moxonidina produz um efeito anti hiperglicémico (Kaan e cols.; 1995; Farsang e
Kapocsi, 1999).

a.1) Receptores imidazdlicos e o controle cardiovascular

Os receptores |y participam do controle cardiovascular, sendo que a
ativacéao deles no BRVL promove uma reducdo da atividade simpatica e,
consequentemente, diminuicdo da pressdo arterial (Tibirica e cols., 1989;
Tibirica e cols; 1991; Farsang e Kapocsi, 1999; Bousquet e cols., 2000; Brasili,
2000).

A funcao dos receptores imidazolicos do tipo |, ainda ndo esta bem

definida (Farsang e Kapocsi, 1999; Bousquet e cols., 2000; Brasili, 2000).

a.2) Receptores imidazdlicos e a ingestao de agua e sédio

Uma relacao entre os receptores imidazdlicos e a ingestdo de agua e
sddio nao foi estabelecida, havendo poucos estudos a respeito. Foi mostrado
que a injecao central de ligantes imidazolicos ndo adrenérgicos (acido imidazol-
4-acético e histamina) ndo promoveram alteragdes nas ingestdes de agua e
sédio (Miguel e De Luca Jr., 1997; Sugawara e cols., 2001). E interessante
considerar a possibilidade de que, embora estas drogas apresentem o radical
imidazol, elas podem nao apresentar afinidade pelos receptores imidazélicos, e
que, além disso, ndo se sabe se elas atuariam como agonistas ou antagonistas
dos receptores imidazolicos, permanecendo assim a duvida sobre uma
possivel participagdo dos receptores imidazolicos no controle da ingestdo de

agua e sodio.

b) Receptores adrenérgicos o,
Os receptores adrenérgicos oy, localizados tanto pré (autorreceptores)
quanto pods-sinapticamente, constituem uma subdivisido dos receptores

adrenérgicos e podem ainda ser subdivididos em oga, a2, ooc € agp. Os
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receptores adrenérgicos oy estdo acoplados a proteina Ginitsria reduzindo a
formacdo do AMPgicico, €Xercendo, portanto, uma acgao inibitéria em muitas
células. Os ligantes enddégenos para estes receptores incluem a noradrenalina
e a adrenalina, sendo que eles apresentam maior afinidade para a
noradrenalina (Feldman e cols., 1997; Rang e cols., 1997).

A ativacéo dos receptores adrenérgicos o, promove inibigdo da liberagao
de neurotransmissores (inclusive liberagdo de noradrenalina e acetilcolina por
nervos autbnomos), agregacao plaquetaria e contracdo da musculatura lisa
vascular (Rang e cols., 1997). Ha ainda, estudos que sugerem a participagao
dos receptores adrenérgicos a, sobre a ingestdo de alimento (Wellman e cols.,
1993) e que a ativagdo desses receptores no LC pode ser importante para

algumas atividades cognitivas (Feldman e cols., 1997).

b.1) Receptores adrenérgicos o, € 0 controle cardiovascular

O sistema adrenérgico o, participa do controle cardiovascular, regulando
a descarga simpatica do tronco cerebral e influenciando a frequéncia cardiaca,
pressao arterial e respiracao (McCrimmon e Lalley, 1982; Godwin e cols., 1998;
Farsang e Kapocsi, 1999). Metildopa, guanfacina, guanabenz, e clonidina,
ativam os receptores adrenérgicos oy presentes no SNC e a estimulagdo dos
receptores adrenérgicos a, no NTS e LC promove hipotensao, bradicardia e
sedacédo (De Sarro e cols., 1987; Harsing e cols., 1989; Ernsberger e cols.,

1995; Buccafusco e cols., 1995; Guyenet, 1997; Farsang e Kapocsi, 1999).

b.2) Receptores adrenérgicos oy e ingestdo de agua e sédio

Noradrenalina inibe o comportamento ingestivo de agua e de sdédio
induzido por diferentes protocolos (Leibowitz,1972; Sugawara e cols., 1999;
Yada e cols., 1997b). Antagonistas adrenérgicos o (iombina e prazosin) nao
alteraram a ingestdo de agua induzida por privagéo hidrica, porém reduziram a
ingestao de agua induzida pela ANG II, sendo que este efeito foi potencializado
pela clonidina (agonista de receptores adrenérgicos oy e imidazodlicos). Estes
resultados sugerem que a noradrenalina poderia apresentar uma acao dual
sobre a ingestao hidro-salina, ora inibindo ora estimulando a ingestdo de agua

e sodio (Ferrari e cols., 1990; Ferrari e cols., 1991; De Luca e cols., 1994;
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Barbosa e cols., 1995; De Paula e cols., 1996; De Luca e Menani, 1997; Yada
e cols., 1997a).

Ha pelo menos 20 anos, a clonidina € considerada uma tipica droga
antidipsogénica (Fregly e Kelleher, 1980; Fregly e cols., 1981; Fregly e cols.,
1984a; Fregly e cols., 1984b; Ferrari e cols., 1990; Ferrari e cols., 1991; Callera
e cols., 1993; Callera e cols., 1994), além de ter também um efeito inibitério
sobre a ingestdo de solugcédo hipertbnica de NaCl induzida nas seguintes
condigbes: deplecdo de sodio; injecdo icv de renina; ou injecao periférica de
DOCA em ratos (De Paula e cols., 1996; Sato e cols., 1996; De Luca e Menani,
1997; Yada e cols., 1997a., Yada e cols., 1997b). O tratamento prévio central
com ioimbina (antagonista de receptores adrenérgicos o) reduziu o efeito
inibitério da clonidina sobre a ingestdo de agua, enquanto que o idazoxan
(antagonista de receptores adrenérgicos oy e imidazolicos) e o SKF 86466
(antagonista de receptores adrenérgicos ay), reduziram o efeito da clonidina
sobre a ingestdo de agua e de NaCl hiperténico, sugerindo a participagéo
desses receptores na agéo da clonidina (Fregly e cols., 1984b, Yada e cols.,
1997a, Sugawara, 1999).

A administragdo prévia de ioimbina, considerada um antagonista
especifico de receptores adrenérgicos oy, foi capaz de reduzir o efeito inibitorio
da clonidina sobre a ingestao de agua, mas nao bloqueou seu efeito inibitério
sobre a ingestdo de NaCl hipertonico (Fregly e cols., 1984b; Yada e cols.,
1997a) e o SKF 86466 (outro antagonista de receptores adrenérgicos ay)
reduziu apenas parcialmente o efeito da clonidina sobre a ingestdo de sddio
induzida por deplegédo desse ion (Sugawara, 1999). Esses resultados sugerem
que talvez outro receptor no qual a ioimbina ndo se liga também possa
participar do efeito inibitério da clonidina sobre a ingestdo de soédio. Talvez
esse receptor seja o imidazdlico ou subtipos diferentes dos receptores
adrenérgicos ay. A possibilidade de agdo dessas drogas em diferentes tipos de
receptores dificulta a interpretagcdo dos resultados. Muitas drogas ligantes de
receptores adrenérgicos a, estudadas no comportamento de ingestdo de agua
e de sodio, sdo também ligantes de receptores imidazdlicos, com excecao da
ioimbina e SKF 86466 que apresentam diferencas nos seus efeitos de acordo

com o agonista utilizado, devido talvez a possivel heterogeneidade dos
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receptores adrenérgicos o, (Brown e cols., 1990; Bylund, 1995; Yada e cols.,
1997a; Sugawara, 1999). Entretanto, antagonistas que sejam especificos para
receptores imidazolicos nao sao disponiveis.

Estudos do laboratério demonstraram que a moxonidina injetada
centralmente em ratos tem efeitos muito semelhantes aos da clonidina em
relacdo a inibicdo da ingestdo de sodio induzida por deplecao desse ion (De
Oliveira e cols., 1998). A injecao central de moxonidina também inibe a
ingestao de agua. O tratamento prévio com ioimbina e RX 821002 (antagonista
de receptores adrenérgicos o) aboliu a agéo inibitéria da moxonidina sobre a
ingestdo de agua induzida por privagdo hidrica de 24 h e ANG I,
respectivamente, o que sugere que receptores adrenérgicos oy estédo
envolvidos na acgdo antidipsogénica da moxonidina (Menani e cols., 1999;
Martinez e cols., 2000). Foi demonstrado também que o idazoxan (antagonista
de receptores adrenérgicos a, e imidazodlicos) reduziu apenas parcialmente o
efeito inibitério da moxonidina sobre a ingestdo de sédio induzida por deplegéo
desse ion (Sugawara e cols., 1999), sugerindo que os receptores adrenérgicos
a2 devem estar também relacionados aos efeitos antinatriorexigénicos da

moxonidina.

Em resumo, os estudos utilizando ioimbina (antagonista especifico dos
receptores adrenérgicos o) sugerem uma participacdo dos receptores
adrenérgicos oz no comportamento ingestivo de agua. Por outro lado, o papel
dos receptores adrenérgicos o, sobre a ingestdo de solugdes hipertdnicas de
NaCl ainda ndo esta bem definido, uma vez que, somente a inje¢cao central de
ioimbina nado foi capaz de promover alteragées sobre ingestdo de sodio, nem

afetou o efeito antinatriorexigénico da clonidina.

Marcadores de atividade celular: proteina c-fos

Estimulos podem modular a funcdo celular de diferentes formas,
podendo, por exemplo, afetar o funcionamento celular por meio da regulacéo
da expressao génica (Sheng e Greenberg, 1990; Herrera e Robertson, 1996).

Genes que sao ativados rapidamente apds a estimulagao celular e que néo séo
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inibidos por inibidores de sintese proteica sdo denominados de genes de
expressédo imediata (IEGs: imediate early genes) e podem ser ativados em
diversos sistemas neurais por diferentes estimulos fisiologicos ou
farmacolégicos (Morgan e Curran, 1989; Sheng e Greenberg, 1990). As
proteinas codificadas pelos IEGs podem atuar como fatores de transcricdo que
se ligam em sequéncias especificas de genes alvos, modulando sua
transcricdo, e consequentemente a expressao destes genes alvos (Tsai e
cols., 1988; Beato, 1989; Sheng e Greenberg, 1990), podendo promover
alteragdes bioquimicas de longa duragdo envolvendo a sintese de novas
proteinas. Assim, os genes alvos alterariam o fenétipo da célula e portanto,
estimulos externos poderiam alterar a expressé&o fenotipica da célula (Sheng e
Greenberg, 1990; Shen e cols., 1995; Herrera e Robertson, 1996). Dentre os
IEGs conhecidos, os mais estudados sédo os proto-oncogenes c-fos e c-jun.

A inducgao da expressao do c-fos tem sido usada como uma ferramenta
para se estudar a ativagdo neuronal e atualmente a ativagdo desse proto-
oncogene pode ser considerada como a ponte de ligagdo entre estimulos
externos e alteragdes fenotipicas em células cerebrais (Herrera e Robertson,
1996).

Varios tipos de protocolos experimentais tém sido empregados para se
identificar as bases neurais dos mecanismos que controlam a sede e a
ingestdo de sodio. Uma das estratégias aplicadas € a avaliagdo imuno-
histoquimica da expressao da proteina c-fos para mapear areas cerebrais que
possam ser metabolicamente ativadas durante os tratamentos que produzem a
ingestdo de agua e sodio. A infusdo de salina hipertbnica ativa estruturas
prosencefalicas, como NPV e NSO hipotalamicos, NPM e OVLT, levando a
expressdo de c-fos nessas estruturas e também em estruturas pontinas e
bulbares como nucleo parabraquial (NPB), NTS e BRVL (Hochstenbach e
Ciriello, 1996). O tratamento com furosemide + captopril induz a expresséo
para c-fos em estruturas como OSF, OVLT, NPM, NSO, NPV, AP, NPB, NTS
rostral e caudal (Thunhorst e cols., 1998). Didlise ip ou injegdo sc de
furosemide + dieta deficiente de sddio promoveram expressao de c-fos no OSF
e OVLT (Vivas e cols.,, 1995; Rowland e cols., 1996a). Nota-se que os
tratamentos que promovem ingestdo de agua e sodio promovem a expressao

de c-fos em areas prosencefalicas (OSF, OVLT e NPM) conhecidas por
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mediarem muitas das agdes centrais da ANG Il (Abdelaal e cols., 1974;
Simpson e Routtenberg, 1975; Johnson e Edwards, 1991; Fitzsimons, 1998).
Além dos estimulos que promovem alteracbes do volume e/ou
osmolaridade plasmatica, ativacdo dos receptores de neurotransmissores,
incluindo os relacionados no controle do equilibrio hidroeletrolitico (por
exemplo, o sistema noradrenérgico) levam a expressdao da proteina c-fos

(Hughes e Dragunow, 1995).

Expresséo da proteina c-fos e ANG Il

Injecbes centrais ou periféricas (iv ou sc) de ANG Il em ratos nao
anestesiados promove expressdo da proteina c-fos na regido AV3V, incluindo
OVLT e o NPM; OSF; NSO; NPV; NCA e no nucleo do leito da estria terminal
(Lind e cols., 1985; Herbert e cols., 1992; McKinley e cols., 1992; Rowland e
cols., 1994a; Rowland e cols., 1994b; Rowland e cols., 1996b; Fitzsimons,
1998). Esses resultados sugerem que a expressdo da proteina c-fos induzida
pela injecdo central de ANG Il ocorre em areas envolvidas na ingestdo de

liquidos e na resposta pressora produzidas pela ANG II.

Expresséo da proteina c-fos e sistema noradrenérgico

Gragas ao uso de agonistas e antagonistas adrenérgicos € possivel se
estudar o papel dos receptores adrenérgicos na ativagdo da proteina c-fos.
Tratamentos que causam a liberacdo de noradrenalina no cérebro, como por
exemplo o estresse, aumentam a expressao da proteina c-fos (Gubits e cols.,
1989; Bing e cols., 1991; Hughes e Dragunow, 1995).

Administracdo periférica de ioimbina (antagonista de receptores
adrenérgicos ay) produz um aumento na quantidade de RNAm para c-fos no
cérebro (Gubits e cols., 1989) e na imunorreatividade para c-fos que é
observada no LC, NCA, nucleo do leito da estria terminal, NTS, BRVL, NPV,
neocortex, cortex piriforme e NSO (Tsujinjo e cols., 1992; Bing e cols., 1992). A
expressao da imunorreatividade para c-fos ocorre em areas cerebrais
conhecidas por possuirem alta densidade de receptores ap. A expressao de c-
fos induzida pela ioimbina é parcialmente bloqueada pelo tratamento com os

antagonistas adrenérgicos [ (propanolol) e a1 (prazosin) e o agonista de
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receptores adrenérgicos ay/imidazdlicos (clonidina) (Gubits e cols., 1989; Bing
e cols., 1992; Hughes e Dragunow, 1995; Herrera e Robertson; 1996).
Administracao periférica de clonidina induziu a imunorreatividade para c-fos em
neurdnios ocitocinérgicos no NPV e NSO do hipotalamo (Tsujinjo e cols., 1992;
Herrera e Robertson; 1996). Estes resultados sugerem que os receptores
adrenérgicos o participariam da regulagdo da expressdo de c-fos em areas

envolvidas com o controle autonémico.
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OBJETIVOS

Sabendo-se do envolvimento do mecanismo dependente de receptores
adrenérgicos a, e imidazdlicos centrais e de varias areas prosencefalicas no
controle do equilibrio hidroeletrolitico e na regulagdo cardiovascular,

constituem-se objetivos deste trabalho:

1) analisar os efeitos da injegdo de moxonidina nos ventriculos cerebrais
(ventriculo lateral - VL e 4° V), no complexo amigdaloide, no nucleo central da
amigdala (NCA), no nucleo basal da amigdala (NBA) e no hipotalamo lateral

(HL) sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplec¢ao de sddio por 24 h;

2) investigar os efeitos da injecdo de moxonidina no VL, 4° V e HL sobre
as respostas pressoras produzidas pela ativagado central angiotensinérgica e

colinérgica;

3) verificar a participagdo dos receptores adrenérgicos a, centrais na
resposta a moxonidina injetada no VL sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida
por 24 h de deplegao de sodio e respostas pressoras produzidas pela injecao
de ANG Il no VL;

4) analisar a ativacédo de areas prosencefalicas apds a administragao de
moxonidina no VL em ratos normovolémicos, depletados de sddio ou tratados

com ANG Il icv, por meio de marcagao imuno-histoquimica.
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METODOS

1. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman com pesos em torno de 300 g.

2. Cirurgia cerebral

Para o implante de canulas cerebrais, os ratos foram anestesiados por
ketamina (100 mg/kg) e adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo Kopf
900). O lambda e bregma foram utilizados como referéncia para nivelar as
cabecas dos ratos. Utilizando-se o bregma foram determinados os pontos de
introducdo das canulas de aco inoxidavel nas cabecas dos ratos. Nesses
pontos foi feita uma trepanagdo do osso do cranio com uma broca esférica,
abrindo-se um orificio de aproximadamente 1,5 mm de diametro. Para o
ventriculo lateral (VL), canulas de 10 x 0,5 mm d.i. foram posiciolnadas,
orientando-se de acordo com as seguintes coordenadas: 0,3 mm caudal ao
bregma, 1,6 mm lateral a linha mediana e 3,8 mm abaixo da dura-mater. Para o
HL cénulas de 14 x 0.5 mm d.i. foram posicionadas de acordo com as
coordenadas: 2,1 mm caudal ao bregma, 1,3 mm lateral a linha mediana e 7
mm abaixo da dura-mater. Para o 4° V cénulas de 12 x 0,5 mm d.i. foram
posicionadas de acordo com as coordenadas 13,3 mm caudal ao bregma, sob
a linha mediana e 6,4 mm abaixo da dura-mater. Para o complexo amigdaloide,
canulas bilaterais de 12 x 0,5 mm d.i. foram colocadas nas seguintes
coordenadas: 2,2 mm caudal ao bregma, 4,5 mm lateral a linha mediana e 6,4
mm abaixo da dura-mater. Para o NCA, as canulas (12 x 0,5 mm d.i.) bilaterais
foram posicionadas nas seguintes coordenadas: 2,2 mm caudal ao bregma, 4,7
mm lateral a linha mediana e 5,4 mm abaixo da dura-mater. Para o NBA, foram
implantadas bilateralmente cénulas (12 x 0,5 mm d.i.) nas seguintes
coordenadas: 2,2 mm caudal ao bregma, 4,7 mm lateral a linha mediana e 6,4
mm abaixo da dura-mater. As canulas foram fixadas nas cabecgas dos ratos
com parafusos e resina acrilica.

ApOs a cirurgia cerebral, os ratos receberam uma injecéo intramuscular

(0,2 mi/rato) de Pentabidtico Veterinario — Pequeno Porte (Fort Dodge Saude
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Animal Ltda.) e permaneceram em recuperagdo em suas gaiolas por, pelo

menos, 5 dias antes de serem iniciados os experimentos.

3. Injegbes das drogas no cérebro

As drogas dissolvidas em solugdo salina fisioldgica, solugao salina
acidificada (moxonidina nas doses de 5, 10 € 20 nmol/1 ul e 20 nmol/0,5 nl) ou
propilenoglicol/agua 2:1 (para ioimbina e moxonidina nas doses de 10 nmol/0,2
ul, 20 nmol/0,4 pl, 40 nmol/1 ul e 80 nmol/2 ul) foram injetadas no cérebro dos
ratos num volume de 0,2; 0,4; 1; 2 ou 3 ul. Para tanto, foi utilizada seringa
Hamilton (10 pl) conectada com um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha
injetora que foi introduzida no cérebro pela canula guia previamente fixada no
cérebro. A céanula injetora (0,3 mm didmetro) foi 2 mm mais longa do que a

canula guia.

4. Drogas injetadas

Foram utilizadas as seguintes drogas:

- angiotensina Il (Sigma, 50 ng/1 nl);

- cloridrato de carbacol (Sigma, 4 nmol/1 pl);

- cloridrato de moxonidina (Solvay Pharma, 5, 10, 20, 40 e 80 nmol/0,2;
0,4; 1 ou 2 pul);

- RX 821002 (RBI, 20, 40 e 80 nmol/1 ul) icv;

- SKF 86466 (Smith Kline and French, 160, 320 e 640 nmol/1 pl);

- cloridrato de ioimbina (Sigma, 80, 160 e 320 nmol/1, 2 ou 3 pl);

- furosemide (Sigma, 20 mg/kg de peso corporal) sc;

Solugdes de salina fisiologica (ou solugao salina acidificada, pH = 4) ou

propilenoglicol/agua 2:1 foram injetados nos experimentos controles.

5. Medida da ingestao de agua e de NaCl

As ingestdes de agua e de NaCl 0,3 M induzidas pela deplecao de sddio
foram registradas nos tempos de 15, 30, 60 e 120 min. A depleg¢ao de sodio foi
feita pelo tratamento com o diurético furosemide (20 mg/kg de peso corporal)
administrado subcutaneamente, seguido de manutencao dos ratos por 24 h

com alimento deficiente em sodio (fuba) e agua ad libitum antes de se iniciarem

41



as medidas de ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M. Para o registro das
ingestdes de agua e de NaCl 0,3 M foram utilizados tubos graduados (divis&o
de 0,1 ml).

Foi guardado sempre um intervalo de, no minimo, 72 horas entre dois
experimentos nos mesmos animais. Durante o periodo de registro da ingestao
de agua e de NaCl, os ratos ndo tiveram acesso a ragao.

Os animais que foram utilizados para o estudo da ingestdo de NaCl,
além de agua, tiveram a disposi¢gao NaCl 0,3 M, desde, pelo menos, 5 dias

antes do inicio dos experimentos.

6. Medida da pressao arterial e frequéncia cardiaca

A pressao arterial média (PAM) foi registrada em ratos n&o anestesiados
submetidos a canulagao prévia (1 dia) da artéria femoral com um tubo de
polietileno PE 10, o qual foi conectado a um tubo de polietileno PE 50 que,
conduzido subcutaneamente, foi exteriorizado no dorso do animal. O tubo PE
50 foi conectado com um transdutor de pressao (Stathan P 23 Db) acoplado a
um poligrafo de registro (Narcotrace 40, Narco Bio Systems). A frequéncia foi
registrada por um biotacometro (Narco Bio Systems) acionado pelos pulsos da

pressao arterial.

7. Determinagcao da expressao de c-fos

Animais normovolémicos, submetidos a deple¢cdo de sodio por 24 h ou
tratados com injegao icv de ANG Il e que receberam injec&o icv de moxonidina
ou de veiculo foram anestesiados com tiopental soédico 1 h apds a ultima
injecao central e em seguida perfundidos sob gravidade através da artéria
aorta, com salina em tampéao fosfato 0,1 M (pH = 7,4) por um periodo de 5 min
antes da perfusdo com paraformaldeido (PFA) 4% que foi de 8 min. O cérebro
era removido e mantido numa solugcao de PFA 4% por 4 - 6 h na temperatura
ambiente. Em seguida, o cérebro era transferido para uma solugao de sacarose
20% (diluida em tampéo fosfato) na qual permanecia por 12 h na geladeira.
Apos a execucdo de todas essas etapas, os cérebros eram cortados
transversalmente (50 um de espessura) em microtomo provido de criostato.

Os cortes obtidos eram lavados uma vez com salina tamponada 0,1 M,

durante 5 min. Eram transportados para uma solugdo contendo o soro
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bloqueador (Vector Laboratories), salina tamponada 0,1 M e o anticorpo c-fos
(Santa Cruz Biotechnology), ficando sob agitagdo por um periodo de 22 horas
na temperatura ambiente. Os cortes eram entdo lavados trés vezes com salina
tamponada 0,1 M. Em seguida, eram transportados para outra solugao
contendo soro bloqueador, salina tamponada 0,1 M e o anticorpo secundario
anti-coelho biotinilado (Vector Laboratories), permanecendo sob agitagéo
branda por 1 h na temperatura ambiente.

Eram realizadas novas lavagens dos cortes (trés vezes) com salina
tamponada 0,1 M. Apds as lavagens, os cortes eram transferidos para a
solucdo ABC (Vectastain Elite — ABC Kit, Vector Laboratories) ficando sob
agitacdo suave por 1 h na temperatura ambiente. Apds 1 h, os cortes eram
novamente lavados em salina tamponada (trés vezes), e entdo, colocados na
solugéo de diaminobenzidina (DAB) por um periodo de 10 min. Apés os 10 min,
os cortes eram lavados duas vezes em salina tamponada 0,1 M para parar a
reacao de desenvolvimento de cor.

Os cortes eram montados em Iaminas e deixados para secar 12 h. Eram,
entdo, desidratados e cobertos com laminulas.

Para a contagem das células com resposta positiva para a proteina c-fos
nas areas prosencefalicas estudadas (OVLT, area septal lateral - ASL, nucleo
predptico mediano dorsal - NPMd, nucleo predptico mediano ventral - NPMy,
nucleo septo-hipotalamico - NSH, OSF, nucleo paraventricular - NPV, nucleo
supraodptico - NSO, complexo amigdaldide - Amg e HL) foi utilizado o programa
Image Pro Plus. Os resultados das areas prosencefalicas bilaterais, NSH, NPV,
NSO e Amg foram representados como a somatoria de células positivas para a
proteina c-fos presentes nos dois lados da area analisada. Ja para ASL, devido
a sua proximidade com o ponto de injecao (VL), os resultados foram dados
como ASL ipsilateral (ASLips), lado da injegdo, e ASL contralateral (ASLcont),

lado oposto a injecao.

8. Histologia cerebral

Terminados o0s experimentos, os ratos eram profundamente
anestesiados e submetidos a uma perfusdo cerebral por meio de injegdo no
coragao de solugao salina tamponada (50 ml), seguida de solug¢ao de formalina

10% (50 ml). A seguir, os cérebros eram retirados e fixados em formalina 10%
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por alguns dias. Cortes transversais (50 um de espessura) foram feitos nos
pontos de injecdo com auxilio de um micrétomo provido de criostato (Leica). Os
cortes histologicos, montados em |amina foram corados pelo método Giemsa e
analisados para se localizar os pontos das inje¢cées no VL, HL, 4’ V, complexo
amigdaldide, NCA e NBA.

9. Apresentagdo dos resultados e analise estatistica

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrdo da média foram
representados em graficos. Analise de variancia e o teste de Newman Keuls
foram utilizados para as comparacdoes entre os diferentes tratamentos.

Diferencas foram consideradas significantes para p < 0,05.
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PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS REALIZADOS

1. Efeitos da injecao de moxonidina no VL e no 4° V sobre as ingestoes de
agua e de NaCl hipertonico em ratos submetidos a deplecao de sédio.

As ingestbes de agua e de NaCl 0,3 M foram estudadas em ratos
normotensos submetidos a deplecao de sédio obtida pelo tratamento com o
diurético furosemide (20 mg/kg de peso corporal) seguido de manutengdo dos
ratos por 24 h com alimento deficiente em sodio (fuba) e agua ad libitum. Apos
as 24 h, os ratos receberam injegdes de veiculo ou moxonidina (20 nmol/1 pl)
no VL ou no 4°V. Vinte minutos apds essa injegao, os ratos tiveram acesso a
agua e a solugao de NaCl 0,3 M. As ingestdes de NaCl 0,3 M e de agua foram
medidas nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos.

Cada animal foi submetido a dois experimentos. Em cada experimento,
metade dos animais do grupo recebeu injegdo de veiculo e a outra metade
recebeu moxonidina. No experimento seguinte, os mesmos tratamentos foram

repetidos de maneira contrabalanceada.

2. Efeitos da injecao de moxonidina no complexo amigdaldide, no NCA e
no NBA sobre as ingestdoes de agua e de NaCl hipertonico em ratos
submetidos a deplecao de sédio.

As ingestbes de agua e de NaCl 0,3 M foram estudadas em ratos
normotensos submetidos a deple¢ao de sdédio como descrito no item 1. Apds
as 24 h, os ratos receberam injecdes bilaterais de veiculo (1 ul) ou moxonidina
(5, 10 e 20 nmol/1 pl) no complexo amigdaldide. Vinte minutos apds as
injecdes, os ratos tiveram acesso a agua e a solugdo de NaCl 0,3 M. As
ingestdes de NaCl 0,3 M e de agua foram medidas nos tempos de 15, 30, 60 e
120 minutos.

Cada animal foi submetido a quatro tratamentos: veiculo (1 pl);
moxonidina 5 nmol/1 ul; moxonidina 10 nmol/1 ul e moxonidina 20 nmol/1 pl.
Em cada experimento o grupo de ratos foi dividido em dois e cada metade do
grupo recebeu um tratamento. A sequéncia de tratamentos nos diferentes

experimentos foi aleatéria e, no final, todos os ratos de cada grupo receberam

45



todos os tratamentos. Foram considerados, para analise dos resultados, os
ratos cuja histologia indicou pontos de injecdo localizados unilateral ou
bilateralmente na amigdala.

Para os estudos no NCA e NBA, foram realizadas inje¢des bilaterais e
foi utilizado um protocolo semelhante ao descrito anteriormente, porém, na
tentativa de restringir o espalhamento da droga dentro dos subnucleos
estudados, o volume de injegcdo neste experimento foi menor, sendo utilizado o
volume de 0,2 pul para as doses de 5 e 10 nmol de moxonidina e de 0,4 ul para

a dose de 20 nmol.

3. Efeitos da injecdo de moxonidina no HL sobre as ingestoes de agua e
de NaCl hiperténico em ratos submetidos a deplecao de sédio.

As ingestbes de agua e de NaCl 0,3 M foram estudadas em ratos
normotensos submetidos a deplecao de sdédio como descrito no item 1. Apds
as 24 h, os ratos receberam injegdes de veiculo ou moxonidina (20 nmol/0,5 pl)
no HL. Vinte minutos apds esta injecdo, os ratos tiveram acesso a agua e a
solucédo de NaCl 0,3 M. As ingestdes de NaCl 0,3 M e de agua foram medidas
nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos.

Os animais foram submetidos a dois tratamentos como descrito no item

4. Efeitos da associagao de antagonistas adrenérgicos o, (ioimbina, RX
821002 ou SKF 86466) e moxonidina injetados no VL sobre as ingestoes
de agua e de NaCl hipertonico em ratos submetidos a depleg¢ao de sédio.
As ingestbes de agua e de NaCl 0,3 M foram estudadas em ratos
normotensos submetidos a deple¢ao de soédio como descrito no item 1. Apos
as 24 h, os ratos receberam inje¢des de veiculo ou ioimbina (80 nmol/1 ul, 160
nmol/2 ul ou 320 nmol/3 ul) no VL seguidas 20 minutos apds, por outra injecéo
de salina acidificada (controle) ou moxonidina (20 nmol/1 ul) no VL. Vinte
minutos apos a injegdo de moxonidina (ou salina acidificada), os ratos tiveram
acesso a agua e a solucao de NaCl 0,3 M. As ingestdes de NaCl 0,3 M e agua

foram medidas nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos.
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Esse mesmo protocolo foi utilizado para se estudar os efeitos do RX
821002 (20, 40 e 80 nmol/1 ul) e SKF 86466 (160, 320 e 640 nmol/1 pnl)
associado com moxonidina (20 nmol/1 ul) no VL sobre as ingestdes de agua e
de sodio.

Para o antagonista SKF 86466 (SKF), cada grupo de ratos foi submetido
a seis tratamentos: veiculo + salina acidificada; veiculo + moxonidina; SKF 160
nmol + moxonidina; SKF 320 nmol + moxonidina; SKF 640 nmol + moxonidina
e SKF 640 nmol + salina. Para os estudos com o antagonista ioimbina e RX
821002 (RX), para cada dose de antagonista estudada foi utilizado um grupo
diferente de animais, sendo que cada grupo de animais foi submetido a quatro
tratamentos: veiculo + salina acidificada; veiculo + moxonidina; antagonista +
salina acidificada; antagonista + moxonidina. Em cada experimento o grupo de
ratos foi dividido em dois e cada metade do grupo recebeu um tratamento. A
sequéncia de tratamentos nos diferentes experimentos foi aleatéria e, no final,

todos os ratos receberam todos os tratamentos.

5. Efeitos da inje¢cdo de moxonidina no VL, no 4° V e no HL sobre as
respostas pressoras produzidas pela injecao de ANG Il ou carbacol no VL
em ratos acordados.

Ratos normotensos foram submetidos a canulagdo prévia da artéria
femoral. No dia seguinte a canulacdo da artéria, foi realizado o registro da
pressédo arterial e frequéncia cardiaca. Veiculo ou moxonidina (20, 40 e 80
nmol/1 ou 2 pl) foram injetados no VL 20 minutos antes da injecdo de ANG I
(50 ng/1 wl) ou carbacol (4 nmol/1 pul) no VL. Para os experimentos de injecéo
no 4° V e HL utilizou-se somente a dose de 20 nmol de moxonidina, sendo os
volumes de injecéo, 1 ul e 0,5 pl, respectivamente.

Cada grupo de animais foi submetido a dois periodos de registro da
pressao arterial e frequéncia cardiaca com um intervalo de 1 dia entre eles. No
primeiro periodo de registro, metade dos animais recebeu inje¢cado de veiculo +
ANG Il (ou carbacol) e a outra metade recebeu injecdo de moxonidina + ANG Il
(ou carbacol). O mesmo protocolo foi repetido no dia seguinte de maneira

contrabalanceada.
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O mesmo procedimento foi utilizado quando moxonidina foi injetada no
HL ou no 4° V.

6. Efeitos da injecdao prévia ioimbina no VL sobre o efeito inibitério da
moxonidina no VL sobre a resposta pressora produzida pela injegao de
ANG Il no VL em ratos acordados.

Ratos normotensos foram submetidos a canulagdo prévia da artéria
femoral. No dia seguinte a canulagcdo da artéria, foi realizado o registro da
pressao arterial e da frequéncia cardiaca. loimbina (320 nmol/3 ul) ou veiculo
(3 ul) foram injetados 20 minutos antes da moxonidina (80 nmol/2 ul) ou veiculo
(2 pl). Vinte minutos apos a injegédo de veiculo ou moxonidina, ANG Il (50 ng/1
ul) foi injetada no VL. O veiculo da ioimbina e da moxonidina foi o
propilenoglicol/agua (2:1).

Foram utilizados dois grupos de animais: o0 grupo que recebeu
moxonidina (grupo 1) e o grupo que recebeu veiculo (grupo 2). Cada um destes
grupos foi submetido a dois tratamentos. Grupo 1: ioimbina + moxonidina +
ANG Il ou veiculo + moxonidina + ANG II; Grupo 2: ioimbina + veiculo + ANG Il
ou veiculo + veiculo + ANG Il. Cada grupo de animais foi submetido a dois
periodos de registro da pressao arterial e da frequéncia cardiaca com um
intervalo de 1 dia entre eles. No primeiro periodo de registro, metade dos
animais recebeu um tratamento e a outra metade o outro. O mesmo protocolo

foi repetido no dia seguinte de maneira contrabalanceada.

7. Estudo da expressao da proteina c-fos apdés administracao de
moxonidina no VL em ratos normalmente hidratados e saciados.

Em ratos normotensos, normovolémicos e saciados, a expressao da
proteina c-fos foi estudada nas seguintes areas prosencefalicas: OVLT,
ASLips, ASLcont, NPMd, NPMv, NSH, OSF, NPV, NSO, Amg e HL. No dia do
experimento, retirou-se a agua e ragdo dos animais que, entdo, receberam
injecdo no VL de moxonidina (20 nmol/1 ul) ou veiculo (propilenoglicol/agua
2:1). Apds 60 min, os animais foram sacrificados, perfundidos e retirados os
cérebros. Realizaram-se, em seguida, os procedimentos de imuno-

histoquimica, segundo a metodologia descrita anteriormente.
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8. Estudo da expressao da proteina c-fos apds associagao de moxonidina
com ANG Il no VL em ratos normalmente hidratados e saciados.

Foi analisada a expressao da proteina c-fos em areas prosencefalicas
(OVLT, ASLips, ASLcont, NPMd, NPMv, NSH, OSF, NPV, NSO, Amg e HL) em
ratos normotensos, normovolémicos e saciados que receberam injecdes de
ANG II (50 ng/1 wl) no VL 20 min apds injegdes de veiculo (propilenoglicol/agua
2:1) ou moxonidina (20 nmol/1 ul) também no VL. Apds a injegdo de ANG I,
esperou-se cerca de 60 min, para entdo sacrificar os animais, retirar os
cérebros e realizar os procedimentos de imuno-histoquimica, segundo a
metodologia descrita anteriormente.

Em um outro grupo de ratos normotensos, normovolémicos e saciados,
estudou-se também a expressdo da proteina c-fos (nas mesmas areas
mencionadas anteriormente), apds a inje¢ao de salina ou ANG Il (50 ng/1 nl) no
VL.

9. Estudo da expressao da proteina c-fos apdés administragdao de
moxonidina no VL em ratos normotensos depletados de sodio.

Estudou-se a expressdo de c-fos em areas prosencefalicas (OVLT,
ASLips, ASLcont, NPMd, NPMv, NSH, OSF, NPV, NSO, Amg e HL) em ratos
normotensos submetidos a deplegado de sddio como descrito no item 1 dos
protocolos experimentais realizados. Apdos as 24 h, os ratos receberam
injecdes de veiculo (propilenoglicol/agua 2:1) ou moxonidina (20 nmol/1 ul) no
VL. Aguardou-se cerca de 60 min, para entdo sacrificar os animais, retirar os
cérebros e realizar os procedimentos de imuno-histoquimica, segundo a

metodologia descrita anteriormente.
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RESULTADOS

1. Andlises histolégicas

As figuras 1, 2, 3, 4 e 5 apresentam cortes histolégicos mostrando os
pontos de injecdes nas diferentes areas cerebrais estudadas: ventriculo lateral
(VL), 4° ventriculo (4° V), hipotadlamo lateral (HL), nucleo central da amigdala
(NCA) e nucleo basal da amigdala (NBA) em ratos representativos dos

diferentes grupos de animais estudados.

Figura 1. Fotomicrografia de um corte histolégico do cérebro de um animal,
indicando (seta) o local de inje¢éo no ventriculo lateral (VL).
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Figura 2. Fotomicrografia de um corte histolégico do cérebro de um animal,
indicando (seta) o local de injegao no 4° ventriculo (4° V).

Figura 3. Fotomicrografia de um corte histolégico do cérebro de um animal,
indicando (seta) o local de inje¢ao no hipotalamo lateral (HL).
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Figura 4. Fotomicrografias de cortes histolégicos do cérebro de um animal,
indicando (setas) os locais de injegdes bilaterais no nucleo central da amigdala
(NCA).

Figura 5. Fotomicrografia de um corte histolégico do cérebro de um animal,
indicando (setas) os locais de injegdes bilaterais no nucleo basal da amigdala
(NBA).
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2. Efeitos da inje¢do de moxonidina no VL e 4° V sobre as ingestées de agua e
de NaCl hiperténico em ratos depletados de sodio.

A injecdo de moxonidina (20 nmol/1 pl) tanto no VL quanto no 4° V
reduziu a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplegdo de sodio por 24 h
/F(3,9) = 37,61, p < 0,05/ (Figura 6A), sendo que o efeito inibitério da
moxonidina sobre a ingestdo de NaCl se manteve durante os 120 min de
experimento quando injetada no VL, mas ndo quando injetada no 4° V. Até os
60 min, o efeito da moxonidina injetada no VL nao foi diferente da inje¢cao no 4°
V (Figura 6A).

A ingestao de agua que acompanha a ingestdo de NaCl 0,3 M nos ratos
depletados de sodio nao foi modificada pelas injegdes de moxonidina no VL ou
4°V [F(3,9) = 1,81, p > 0,05] (Figura 6B).
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Figura 6: Ingestdao cumulativa de: A) NaCl 0,3 M induzida por 24 h de deplecéo
de sodio e B) agua associada a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos que

receberam inje¢des de salina acidificada ou moxonidina (20 nmol/1 ul) no VL
ou 4° V. Os resultados sao expressos como média + EPM.
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3. Efeitos de inje¢bes unilaterais e bilaterais de moxonidina no complexo
amigdaldide sobre as ingestbes de agua e de NaCl hipertbnico em ratos
depletados de sodio.

Moxonidina (5, 10 e 20 nmol/1 ul) injetada bilateralmente no complexo
amigdaldide reduziu a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por depleg¢ao de sodio
por 24 h durante todo o experimento /F(3,60) = 15,30; p < 0,05/ (Figura 7A).

O efeito inibitério da moxonidina, quando injetada unilateralmente no
complexo amigdaldide, foi menor do que quando injetada bilateralmente, sendo
que a dose de 20 nmol de moxonidina injetada unilateralmente foi capaz de
reduzir a ingestdo de NaCl 0,3 M nos tempos de 30, 60 e 120 min, enquanto
que a dose de 10 nmol somente diminui a ingestdo de NaCl 0,3 M nos tempos
de 60 e 120 min /F(3,24) = 3,998; p < 0,05] (Figura 8A). Moxonidina na dose
de 5 nmol injetada unilateralmente no complexo amigdaléide nao alterou a
ingestao de NaCl 0,3 M induzida por deplecao de sodio (Figura 8A).

A ingestdo de agua associada a ingestdo de NaCl 0,3 M nos ratos
depletados de sédio nédo apresentou diferengas significativas entre os
diferentes tratamentos nos ratos cujas injecbes foram uni ou bilaterais no
complexo amigdaldide /F(3, 24) = 0,57; p > 0,05/ (Figura 8B) e /F(3, 60) = 0,71;
p > 0,05/ (Figura 7B), respectivamente.
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Figura 7: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M induzida por 24 h de deplecéo
de sbédio e B) agua associada a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos que
receberam injegdes bilaterais de veiculo ou moxonidina (5, 10 e 20 nmol/1 ul)
no complexo amigdaldide. Os resultados s&o expressos como média + EPM.
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Figura 8: Ingestdao cumulativa de: A) NaCl 0,3 M induzida por 24 h de deplecéo
de sodio e B) agua associada a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos que
receberam injegcdes unilaterais de veiculo ou moxonidina (5, 10 e 20 nmol/1 nl)
no complexo amigdaldide. Os resultados sdo expressos como média + EPM.
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4. Efeitos de inje¢des bilaterais de moxonidina no nucleo central da amigdala
(NCA) sobre as ingestées de agua e de NaCl hipertébnico em ratos depletados
de sadio.

As inje¢cdes de moxonidina no NCA em nenhuma das doses utilizadas (5
e 10 nmol/0,2 ul e 20 nmol/0,4 ul) foram capazes de inibir a ingestdo de NaCl
0,3 M induzida pela deplecao de 24 h de sddio /F(3, 18) = 1,9; p > 0,05/ (Figura
9A).

Em relacdo a ingestdo de agua associada a ingestdo de NaCl 0,3 M, as
doses utilizadas de moxonidina reduziram a ingestdo de agua em relagao ao
controle nos tempos de 60 e 120 min /F(3, 18) = 8,3; p < 0,05/ (Figura 9B).
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Figura 9: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M induzida por 24 h de deplecéo
de sbédio e B) agua associada a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos que
receberam injec¢des bilaterais de veiculo ou moxonidina (5 e 10 nmol/0,2 pl e 20
nmol/0,4 ul) no nucleo central da amigdala. Os resultados sdo expressos como
média + EPM.
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5. Efeitos de injegbes bilaterais de moxonidina no nucleo basal da amigdala
(NBA) sobre as ingestdes de agua e de NaCl hiperténico em ratos depletados
de sodio.

As administracbes bilaterais de moxonidina (20 nmol/0,4 pl) no NBA
reduziram a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida pelo protocolo da deplegéo /F(3,
12) = 8,9; p < 0,05/ (Figura 10A). Moxonidina nas doses de 5 e 10 nmol/0,2 pl
n&o alterou a ingestdo de NaCl 0,3 M no protocolo estudado.

As inje¢cdes de moxonidina (20 nmol) promoveram um pequeno aumento
da ingestdo de agua associada a ingestao de NaCl 0,3 M no tempo de 120 min
[F(3, 12) = 6,3; p < 0,05/ (Figura 10B). Com as outras doses de moxonidina (5
e 10 nmol), a ingestdo de agua nao foi diferente do controle em nenhum dos

tempos estudados.
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Figura 10: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M induzida por 24 h de
deplecao de sédio e B) agua associada a ingestao de NaCl 0,3 M em ratos que
receberam injecdes bilaterais de veiculo ou moxonidina (5 e 10 nmol/0,2 ul e 20
nmol/0,4 ul) no nucleo basal da amigdala. Os resultados sao expressos como
média + EPM
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6. Efeitos da injegcdo de moxonidina no HL sobre as ingestées de agua e de
NaCl hipertdnico em ratos depletados de sodio.

A injecdo unilateral de moxonidina (20 nmol/0,5 ul) no HL n&o alterou a
ingestao de NaCl 0,3 M induzida por deplecao de sédio de 24 h /F(1,10) = 4,36;
p > 0,05/ (Figura 11A), nem a ingestao de agua associada a essa ingestao de

NaCl 0,3 M /F(1,10) = 2,85; p > 0,05] (Figura 11B).
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Figura 11: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M induzida por 24 h de
deplecao de sédio e B) agua associada a ingestao de NaCl 0,3 M em ratos que
receberam injecdes de salina acidificada ou moxonidina (20 nmol/0,5 ul) no HL.
Os resultados sao expressos como média + EPM.
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7. Efeitos da associagdo de ioimbina e moxonidina injetadas no VL sobre as
ingestées de agua e de NaCl hiperténico em ratos depletados de sédio.

A prévia administracdo icv do antagonista ioimbina na dose de 320
nmol/3 ul aboliu o efeito inibitério da moxonidina (20 nmol/1 ul) na ingestao de
NaCl 0,3 M /F(3,38) = 6,07; p < 0,05/ (Figura 12). As doses de 80 nmol/1 nul e
160 nmol/2 ul ndo afetaram a inibicdo da ingestdo de NaCl 0,3 M produzida
pela injecado icv de moxonidina, respectivamente, /[F(3,48) = 5,08; p < 0,05] e
[F(3,32) = 8,10; p < 0,05] (Figura 12A e 12B). A injecdo icv de ioimbina na
dose de 320 nmol associada com injecao de salina acidificada aumentou, em
relacdo ao controle (veiculo + salina acidificada), a ingestdo de NaCl 0,3 M
induzida por deplegédo de sdédio de 24 h nos tempos de 60 e 120 min (Figura
12C). As outras doses de ioimbina (80 e 160 nmol) associados com salina
acidificada ndo modificaram a ingestdo de NaCl hiperténico (Figuras 12A e
12B).

Em relacdo a ingestdo de agua associada a ingestdo de NacCl
hipertdbnico nos ratos depletados de sodio ndo houve diferengas significativas
entre os diferentes tratamentos utilizados, /F(3,48) = 1,11, p > 0,05/ (Figura
13).
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Figura 12: Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M induzida por 24 h de deplecéo
de sodio em ratos tratados icv com veiculo ou A) ioimbina 80 nmol/1 ul, B)
ioimbina 160 nmol/2 pl e C) ioimbina 320 nmol/3 ul previamente a injecéo icv
de salina acidificada ou moxonidina (20 nmol/1 ul). Os resultados sé&o
expressos como média + EPM.
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Figura 13: Ingestdo cumulativa de agua associada a ingestao de NaCl 0,3 M
induzida por 24 h de deplegédo de NaCl 0,3 M em ratos tratados icv com veiculo
ou A) ioimbina 80 nmol/1 ul, B) ioimbina 160 nmol/2 ul e C) ioimbina 320 nmol/3
ul previamente a injecao icv de salina acidificada ou moxonidina (20 nmol/1 pl).
Os resultados sao expressos como média + EPM.
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8. Efeitos da associagdo de RX 821002 (RX) e moxonidina injetados no VL
sobre as ingestdées de agua e de NaCl hipertbnico em ratos depletados de
sodio.

A prévia administracdo do antagonista RX no VL nas doses de 40 /F(3,
48) = 7,05; p < 0,05] e 80 nmol/1 ul [F(3, 108) = 49,57; p < 0,05/ (Figura 14)
aboliu o efeito inibitorio da moxonidina (20 nmol/1 pl) sobre a ingestdo de NaCl
0,3 M, enquanto que a dose de 20 nmol/1 ul de RX nao foi capaz de alterar o
efeito inibitorio da moxonidina na ingestdo de NaCl 0,3 M (Figura 14A). A
injecdo de RX (40 nmol/1 pl) associado com inje¢do de veiculo no VL
aumentou a ingestdo de NaCl 0,3 M (Figura 14B). As outras doses de RX (20 e
80 nmol/1 ul) associados com veiculo ndo modificaram a ingestdo de NaCl
hipertonico (Figuras 14A e 14C).

Em um dos grupos de animais estudados, moxonidina (20 nmol/1 pl)
também reduziu a ingestdo de agua /F(3, 108) = 9,90; p < 0,05/ (Figura 15A).
Esse efeito da moxonidina ndo foi modificado pelo RX na dose de 20 nmol
(Figura 15A). Nos demais grupos de animais ndo houve redugao da ingestao
de agua quando os animais foram tratados apenas com moxonidina (Figura
15B e 15C), uma vez que a ingestdo de agua mesmo nos controles ja foi muito
peguena o que € comum nesse tipo de tratamento que € mais especifico para

induzir ingestao de solugao de NaCl hiperténica.
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Figura 14: Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M induzida por 24 h de deplecéo
de NaCl 0,3 M em ratos tratados icv com salina ou o antagonista RX 821002
(RX), sendo A) RX 20 nmol/1 ul, B) RX 40 nmol/1 ul e C) RX 80 nmol/1 pl
previamente a injecéo icv de salina acidificada ou moxonidina (20 nmol/1 ul).
Os resultados sao expressos como média + EPM.
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Figura 15: Ingestdo cumulativa de agua associada a ingestédo de NaCl 0,3 M
induzida por 24 h de deplecao de NaCl 0,3 M em ratos tratados icv com salina
ou o antagonista RX 821002 (RX), sendo A) RX 20 nmol/1 pl, B) RX 40 nmol/1
ul e C) RX 80 nmol/1 ul previamente a injecédo icv de salina acidificada ou
moxonidina (20 nmol/1 ul). Os resultados séo expressos como média + EPM.
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9. Efeitos da associagdo de SKF 86466 (SKF) e moxonidina injetados no VL
sobre as ingestdées de agua e de NaCl hipertbnico em ratos depletados de
sodio.

SKF na dose de 640 nmol/1 ul aboliu o efeito inibitério da moxonidina (20
nmol/1 ul) sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M /F(3, 18) = 5,85; p < 0,05/, (Figura
16). Ja as injecbes prévias de SKF nas doses de 160 e 320 nmol/1 pul ndo
foram capazes de reverter o efeito inibitério da moxonidina sobre a ingestéo de
NaCl 0,3 M (Figura 16A e Figura 16B).

Em relacéo a ingestdo de agua que ocorre paralelamente a ingestao de
NaCl 0,3 M, nao houve diferencas significativas nos grupos dos animais
tratados com SKF 160 nmol /F(2, 12) = 0,49; p > 0,05/ (Figura 17A) e SKF 640
nmol /F(3, 18) = 1,38; p > 0,05/ (Figura 17C). No grupo de animais tratados
com SKF 320 nmol, a injecdo de moxonidina reduziu a ingestao de agua no
tempo de 120 min e a injegdo prévia de SKF 320 nmol n&do modificou esse
efeito da moxonidina /F(2, 12) = 5,79; p < 0,05/ (Figura 17B).
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Figura 16: Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M induzida por 24 h de deplecéo
de NaCl 0,3 M em ratos tratados icv com salina ou o antagonista SKF 86466
(SKF), sendo A) SKF 160 nmol/1 ul, B) SKF 320 nmol/1 ul e C) SKF 640 nmol/1
ul previamente a injecado icv de salina acidificada ou moxonidina (20 nmol/1 pl).
Os resultados sao expressos como média + EPM.
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Figura 17: Ingestdo cumulativa de agua associada a ingestédo de NaCl 0,3 M
induzida por 24 h de deplecao de NaCl 0,3 M em ratos tratados icv com salina
ou o antagonista SKF 86466 (SKF), sendo A) SKF 160 nmol/1 ul, B) SKF 320
nmol/1 ul e C) SKF 640 nmol/1 ul previamente a injecdo icv de salina
acidificada ou moxonidina (20 nmol/1 pl). Os resultados s&o expressos como
média + EPM.
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10. Efeitos da inje¢do prévia icv de moxonidina sobre as respostas pressoras
produzidas pela inje¢ao de ANG Il ou carbacol no VL em ratos acordados.

A injegao de ANG Il (50 ng/1 ul) no VL produziu resposta pressora /F
(3,18) = 14,7; p < 0,05] porém nao promoveu alteragdes na freqiéncia
cardiaca [F(3,18) = 0,7; p > 0,05/, (Tabela 1, Figura 18). Moxonidina (MOXO)
nas doses utilizadas (20, 40 e 80 nmol) ndo promoveu alteragbes nem na
pressao arterial média (PAM) nem na frequéncia cardiaca (FC) (Tabela 1).
Moxonidina nas doses de 20 e 40 nmol/1 ul ndo foi capaz de prevenir o efeito
pressor da ANG Il (Figura 18A), mas na dose de 80 nmol/2 pl reduziu o efeito
pressor produzido pela ANG I, (Figura 18A).

Carbacol (4 nmol/1 pl) injetado no VL produziu respostas pressora /F
(3,24) = 32,6; p < 0,05/ e bradicardica [F (3,24) = 3,5, p < 0,05/ (Tabela 2,
Figura 19). A administracdo prévia de moxonidina na dose de 20 nmol ndo
afetou a resposta pressora produzida pela ativagdo colinérgica, porém a dose
de 80 nmol reduziu parcialmente o efeito pressor do carbacol (Figura 19A). Em
relacdo a variagdes na FC, o tratamento prévio com moxonidina ndo modificou

a resposta produzida pelo carbacol (Figura 19B).
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Tabela 1: Valores absolutos e variagcbes da PAM (mmHg) e FC (bpm) em ratos
que receberam injecao icv de ANG Il (50 ng/1 ul) 20 minutos apds injecéo de
veiculo ou moxonidina (MOXO).

Grupo Grupo Grupo
MOXO 20 MOXO 40 MOXO 80
(n=10) (n=8) (n=7)
Tratamento PAM FC PAM FC PAM FC

pré-veiculo 12183  396+17 11743 421+16 12014 420+19
pds-veiculo 118+3 37948 11412 396418 12243 411+£12
variacao -2+1 1713 -2+1 -25t15 212 -918

pré-ANG 117£3  364+9 111£2  398%15 116+5 404+20
pos-ANG 13545 381+18 13143  393%+17 132+5 409£13
variacao 18+3 18+12 20+2 -5+11 16+1 5113

pré-moxo 119+2  398+15 11343 369+14 11613 383+19
pOs-moxo 115+2  376+12 11344 383+14 11714 380+19
variacao 412 -23110 0+2 14412 112 =317

pré-ANG®  115+3 370411  114+4 410413 12044  396+13
pos-ANG®  127+4 382417 13534 39448 127+4 38611
variagéo 12+2 13+9 2143 -16+10 742" 1047

*

Valores expressos como média + EPM. diferente de veiculo (p<0,05);
* diferente de veiculo + ANG I (p<0,05); $ apds o tratamento com moxonidina.
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Figura 18: A) Aumento da pressao arterial média (A MAP) e B) variagbes da
frequéncia cardiaca (A HR) produzidos pela injecao de ANG Il (50 ng/1 ul) no
VL 20 minutos apds a injecédo de veiculo ou moxonidina (MOXO: 20, 40 nmol/1
ul e 80 nmol/2 ul) no VL. Os resultados séo expressos como média + EPM.
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Tabela 2: Valores absolutos e variagbes da PAM (mmHg) e FC (bpm) em ratos
que receberam injecao icv de carbacol (4 nmol/1 ul) 20 minutos apds injegéo de
veiculo ou moxonidina (MOXO).

Grupo Grupo
MOXO 20 MOXO 80
(n=11) (n=7)
Tratamento PAM FC PAM FC
pré-veiculo 118+2 368+10 11843 391+20
pos-veiculo 114+2 362+11 12243 395+20
variagao -4+1 -6+:10 4+1 417
pré-carbacol 112+2 358+10 11743 402+20
pos-carbacol 1 54J_ri1 339+10 1 55J_ri*’: 353+1 ?;
variagéo 42+4 -19+12 3813 -49+15
pré-moxo 11542 36716 115+£3 400+11
pOS-Moxo 113+2 37449 11843 381+14
variagao -2+2 749 3+2 -19+10
pré-carbacol® 11343 380+11 109+4 372+10
pds-carbacol® 1481& 326+1 g 1 34J_r*3 347+13
variagao 35+3 -54+9 25+4 = 2512

Valores expressos como média = EPM. diferente de veiculo (p<0,05);
+diferente de veiculo + carbacol (p<0,05); $ apds tratamento com moxonidina.
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Figura 19: A) Aumento da pressao arterial média (A MAP) e B) variagbes da
frequéncia cardiaca (A HR) produzidos pela inje¢cdo de carbacol (4 nmol/1 pl)
no VL 20 minutos apds a injegao de veiculo ou moxonidina (MOXO: 20 nmol/1
ul e 80 nmol/2 ul) no VL. Os resultados s&o expressos como média + EPM.
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11. Efeitos da associagdo de ioimbina e moxonidina injetadas no VL sobre as
respostas pressoras produzidas pela inje¢dgo de ANG Il no VL em ratos
acordados.

Em ratos normotensos (valores basais: PAM = 108,8+3,4 mmHg e FC =
376+£14,6 bpm ), a administracdo central (VL) de ANG Il (50 ng/1 ul) promoveu
um aumento da PAM que foi reduzido pela administragao prévia de moxonidina
(80 nmol/2 W) /F (3,18) = 7,1; p < 0,05/, (Figura 20A). loimbina (320 nmol/3 pl)
nao promoveu alteracdes na PAM e FC basais, porém aboliu o efeito inibitorio
da moxonidina sobre a resposta pressora da ANG Il (Figura 20).

Em relacdo as variagcbes na FC, ndo houve diferengas significativas
entre os diferentes tratamentos realizados /F (3,78) = 0,04, p > 0,05], (Figura
20B).
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Figura 20: A) Aumento da pressao arterial média (A MAP) e B) variagbes da
frequéncia cardiaca (A HR) produzidos pela injegdo de ANG Il (50 ng/1 ul) no
VL de ratos previamente tratados com a associagdo de veiculo ou ioimbina
(320 nmol/3 pl) + veiculo ou moxonidina (80 nmol/2 pul) no VL. Os resultados
sao expressos como média + EPM.
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12. Efeitos da injegdo de moxonidina no 4° V sobre as respostas pressoras
produzidas pela inje¢ao de ANG Il ou carbacol no VL em ratos acordados.

Os valores basais da PAM e FC realizada em ratos normotensos foram:
PAM = 119+2,5 e 11543 mmHg; FC = 36319 e 386+14 bpm, respectivamente,
para os grupos da ANG Il e carbacol.

Moxonidina (20 nmol/1 pl) injetada no 4° V promoveu hipotensdo e
bradicardia (Figuras 21 e 22), que persistiram até o momento da injegcao de
ANG Il ou carbacol.

A injecao de moxonidina (20 nmol/1 ul) no 4° V reduziu o efeito pressor
da ANG Il (50 ng/1 pl) injetada no VL [F(3, 34) = 562,17, p < 0,05/, mas, em
relacao a variagdes na FC, ndo houve diferenga em relagdo ao grupo veiculo +
ANG Il e apenas a inje¢gao de moxonidina reduziu a FC /F(3, 34) = 13,10; p <
0,05/, (Figura 21).

A injecao de carbacol (4 nmol/1 ul) no VL produziu resposta pressora
[F(3, 21 = 34,17; p < 0,05, sendo que esse efeito ndo foi alterado pela injegao
prévia de moxonidina (20 nmol/1 ul) no 4° V (Figura 22A). Em relacdo a
variagbes na FC, somente a injecdo de moxonidina no 4° V promoveu
bradicardia F(3, 21 = 12,18; p < 0,05/, (Figura 22B), mas n&o houve diferengas
significativas entre os animais tratados com veiculo ou moxonidina + carbacol
(Figura 22B).
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A) Variagbes da pressao arterial média (A MAP) e B) variagbes da

frequéncia cardiaca (A HR) produzidas pela injecao de ANG Il (50 ng/1 ul) no
VL 20 minutos apos a injecédo de veiculo ou moxonidina (20 nmol/1 ul) no 4° V.
Os resultados sao expressos como média + EPM.
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Figura 22: A) Variagbes da pressao arterial média (A MAP) e B) variagdes da
frequéncia cardiaca (A HR) produzidas pela inje¢cdo de carbacol (4 nmol/1 pl)
no VL 20 minutos apds a inje¢do de veiculo ou moxonidina (20 nmol/1 ul) no 4°
V. Os resultados sdo expressos como média + EPM.
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13. Efeitos da injegdo de moxonidina no HL sobre as respostas pressoras
produzidas pela inje¢ao de ANG Il ou carbacol no VL em ratos acordados.

A medida da PAM e FC foi realizada em ratos normotensos (valores
basais: PAM = 117,6+2,8 e 118+1 mmHg; FC = 410+20,5 e 411+8,8 bpm,
respectivamente, para os grupos da ANG Il e carbacol).

A administracdo de moxonidina 20 nmol/0,5 ul no HL ndo promoveu
variagdes significativas dos parametros cardiovasculares analisados (Figura 23
e 24). ANG Il (50 ng/1 ul) no VL produziu resposta pressora e que foi atenuada
pela prévia injecdo de moxonidina no HL /F (3,21) = 13,8, p < 0,05/, (Figura
23A). Nao houve alteragdes significativas entre os diferentes tratamentos no
que se refere a variagdes da FC /F (3,21) = 0,6; p > 0,05/, (Figura 23B).

A injecdo de carbacol (4 nmol/1 pl) no VL desencadeou resposta
pressora [F (3,15) = 33,9; p < 0,05/ que nao foi modificada pela administragcao
prévia de moxonidina (20 nmol) no HL (Figura 24A). Alteracdes significativas na

FC também nao foram observadas /F (3,15) = 0,4; p > 0,05/, (Figura 24B).
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Figura 23: A) Variagbes da pressao arterial média (A MAP) e B) variagdes da
frequéncia cardiaca (A HR) produzidas pela inje¢ao de ANG Il (50 ng/1 ul) no
VL 20 minutos apos a inje¢do de veiculo ou moxonidina (20 nmol/0,5 ul) no HL.
Os resultados sao expressos como média + EPM.
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Figura 24: A) Variagbes da pressao arterial média (A MAP) e B) variagdes da
frequéncia cardiaca (A HR) produzidas pela inje¢cao de carbacol (4 nmol/1 pl)
no VL 20 minutos apos a injegao de veiculo ou moxonidina (20 nmol/0,5 ul) no
HL. Os resultados s&o expressos como média + EPM.
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14. Expressédo de c-fos apoés administracdo de moxonidina no VL em ratos
normalmente hidratados e saciados.

Foi observado que em comparagdo com os ratos que receberam inje¢cao
de veiculo, nos ratos que receberam injecdo de moxonidina (20 nmol/1 ul) no
VL houve aumento da expressao de células positivas para c-fos nas seguintes
estruturas cerebrais prosencefalicas: OVLT /F (1,6) = 6,9; p < 0,05/, ASLips [F
(1,12) = 16,30; p < 0,05], NPMv /F (1,5) = 22,9; p < 0,05], NPV [F (1,6) = 12,1;
p <0,05]e NOS /F (1,6) = 6,8; p < 0,05], (Figuras 25 e 26).

Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos
estudados nas demais areas analisadas: NSH /F (1,6) = 0,294, p > 0,05],
ASLcont /F (1,12) = 1,6; p > 0,05/, NPMd /F (1,6) = 2,02; p > 0,05], OSF /F
(1,6) = 2,59; p > 0,05] e Amg /F (1,5) = 0,989; p > 0,05/, (Figura 25). Nao foi
observada nenhuma marcagao para c-fos no HL de ratos tratados com

moxonidina.
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Figura 25: Marcagdo da proteina c-fos (células positivas para c-fos/mm?) 1 h
apos a injecao de veiculo ou moxonidina (20 nmol/1 ul) no VL, sendo: OVLT
(6érgéo vasculoso da lamina terminal), ASLips (area septal lateral ipsilateral),
ASLcont (area septal lateral contralateral), NSH (nucleo septo-hipotalamico),
NPMd (nucleo preodptico mediano dorsal), NPMv (nucleo predptico mediano
ventral), OSF (6rgao subfornical), NPV (nucleo paraventricular), NSO (nucleo
supra-optico) e Amg (complexo amigdaldide). Os resultados sdo expressos
como média + EPM.
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Figura 26: Fotomicrografias de cortes histologicos do cérebro de animais,
tratados com veiculo ou moxonidina (20 nmol/1 ul), ilustrando a expressao da
proteina c-fos nas seguintes areas cerebrais: A) OVLT (6rgdo vasculoso da
ldamina terminal); B) ASLcont (area septal lateral contralateral) e ASLips (area
septal lateral ipsilateral); C) NPMv (nucleo predptico mediano ventral), D) NPV
(nucleo paraventricular), E) NSO (nucleo supra-optico).
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15. Expresséo de c-fos apos associagao de moxonidina e ANG Il injetadas no
VL.

Comparado com o tratamento com salina, nos ratos que receberam
apenas injegdo de ANG Il (50 ng/1 pl) no VL foi observado aumento da
expresséo da proteina c-fos na ASLips /F (1,3) = 18,04, p < 0,05/, NPMd /F
(1,3) =24,12; p < 0,05], NSH /F (1,3) = 19,2; p < 0,05], NPV /F (1,3) = 39,2; p <
0,05] e redugao na ASLcont /F (1,3) = 12,44; p < 0,05] (Tabela 3). Nas demais
areas analisadas, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os dois
tratamentos.

Em todas as areas analisadas nado foram observadas diferengas
significativas entre o grupo de animais que recebeu veiculo ou moxonidina no
VL (20 nmol/1 ul) associado a injegdo de ANG Il (50 ng/1 ul) também no VL

(Figuras 27 e 28). Nao foi observada expressao de c-fos no HL.
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Tabela 3: Marcacao da proteina c-fos (células positivas/mmz) em animais que
receberam injegao de salina ou ANG Il (50 ng/1 ul) no VL 1 h antes de serem
sacrificados.

tratamento n OVLT ASL ASL NSH NPMd NPMv OSF NPV NSO

salina

ANG I

Células positivas c-fos/mm?

ips cont

2-3 33,7 288 315 885 599 715 1146 675 2473
0,0 41 10,0 15 +69 370 +168 143 185

2-3 952 487 141 1670 1385 1273 668 1282 2139
202 +12* +31*  +113* 190* 488  #208 454* 385

Amg
2123
+45

576
+407

OVLT (6rgao vasculoso da lamina terminal), ASLips (area septal lateral
ipsilateral), ASLcont (area septal lateral contralateral), NSH (nucleo septo-
hipotalamico), NPMd (nucleo predptico mediano dorsal), NPMv (nucleo
predptico mediano ventral), OSF (6rgdo subfornical), NPV (nucleo
paraventricular), NSO (nucleo supra-6ptico) e Amg (complexo amigdaloide). Os

resultados s&o expressos como média + EPM. * diferente de salina.
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Figura 27: Marcagao da proteina c-fos (células positivas para c-fos/ mm?) em
animais que receberam inje¢ao de veiculo + ANG Il ou moxonidina (20 nmol/1
ul) + ANG Il no VL, sendo: OVLT (6rg&o vasculoso da lamina terminal), ASLips
(area septal lateral ipsilateral), ASLcont (area septal lateral contralateral), NSH
(nucleo septo-hipotalamico), NPMd (nucleo predptico mediano dorsal), NPMv
(nucleo predptico mediano ventral), OSF (6rgdo subfornical), NPV (nucleo
paraventricular), NSO (nucleo supra-6ptico) e Amg (complexo amigdaloide). Os
resultados sdo expressos como meédia + EPM.
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Figura 28: Fotomicrografias de cortes histologicos do cérebro de animais,
tratados com veiculo ou moxonidina (20 nmol/1 ul) 20 minutos antes da injecao
central de ANG Il (50 ng/1 pnl), ilustrando a expresséo da proteina c-fos em A)
algumas areas cerebrais da regidao AV3V, como A.1) OVLT (6rgdo vasculoso
da lamina terminal); A.2) NPMd (nucleo predptico mediano dorsal; A.3) NPMv
(nucleo predptico mediano ventral) e B) NPV (nucleo paraventricular).
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16. Estudo da expresséo de c-fos apds administragdo de moxonidina no VL em
ratos depletados de sodio.

Ratos normotensos foram submetidos ao protocolo de deplecao de sddio
(furosemide sc + dieta deficiente de sddio por 24 h) e submetidos a injecées no
VL de veiculo (propilenoglicol/agua) ou moxonidina.

Em comparagdo com os animais que receberam injegao icv de veiculo,
nos animais que receberam inje¢ao icv de moxonidina (20 nmol/1 pl) ocorreu
aumento na expressao da proteina c-fos no NPMd /F (1,10) = 7,7; p < 0,05],
ASLips [/F (1,10) = 8,3; p < 0,05/, e reducao no OVLT /F (1,10) = 16,6, p <
0,05/, (Figuras 29 e 30).

Em relagdo ao complexo amigdaldide e as demais areas analisadas nao
houve diferengas significativas entre os tratamentos realizados (Figura 29). Nao

foi observada expressao da proteina c-fos no HL.
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Figura 29: Marcagado da proteina c-fos (células positivas para c-fos/ mm?) em
animais submetidos a deplecao de sédio de 24 h que receberam injecao de
veiculo ou moxonidina (20 nmol/1 ul) no VL, sendo: OVLT (6rgédo vasculoso da
lamina terminal), ASLips (area septal lateral ipsilateral), ASLcont (area septal
lateral contralateral), NSH (nucleo septo-hipotalamico), NPMd (nucleo predptico
mediano dorsal), NPMv (nucleo predptico mediano ventral), OSF (érgéo
subfornical), NPV (nucleo paraventricular), NSO (nucleo supra-optico) e Amg
(complexo amigdaldide). Os resultados s&o expressos como média + EPM.
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Figura 30: Fotomicrografias de cortes histolégicos do cérebro de animais,
depletados de sodio que receberam injecdo no VL de veiculo ou moxonidina
(20 nmol/1 pl), ilustrando a expressédo da proteina c-fos nas seguintes areas
cerebrais: A) ASLips (area septal lateral ipsilateral), B) OVLT (6rgéo vasculoso
da lamina terminal) e C) NPMd (nucleo predptico mediano dorsal).
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DISCUSSAO

Efeitos de injecoes centrais de moxonidina na ingestao de NaCl

a) Ventriculo lateral (VL) e quarto ventriculo (4° V)

A injecdo de moxonidina (20 nmol) no VL ou no 4° V reduziu a ingestao
de NaCl 0,3 M induzida pela deplecdo de sédio. Nos primeiros 60 minutos,
independentemente do local da inje¢ao (VL ou 4° V), a moxonidina foi capaz de
reduzir de maneira semelhante a ingestdo de NaCl 0,3 M. Porém, a moxonidina
injetada no 4° V nao reduziu a ingestdo de NaCl até os 120 min (final do
experimento). Diferentemente, quando injetada no VL, a redugédo da ingestédo
perdurou durante todo o experimento.

O efeito inibitério da moxonidina quando injetada no VL sobre a ingestéao
de NaCl esta de acordo com dados da literatura (Sugawara e cols., 1999) e
este efeito pode ser devido a sua acdo em areas prosencefalicas
periventriculares que estejam envolvidas no controle da ingestdo de agua e de
NaCl. Nesse sentido, em animais depletados de sdédio, foi observado que a
injegdo de moxonidina (20 nmol) no VL promove aumento na expresséo da
proteina c-fos na ASLips € no NPMd, e redugdo no OVLT, sugerindo que
alteragdes na atividade dessas areas possam estar envolvidas no efeito
antinatriorexigénico da moxonidina.

Por outro lado, quando injetada no 4° V o efeito inibitério da moxonidina
sobre a ingestao de NaCl pode ser devido a sua agao em areas préximas ao 4°
V, como a AP, que é uma estrutura mediana localizada na terminagao caudal
do 4° V, limitada lateralmente pelo NTS. Lesdo da AP, bem como da AP +
porcao adjacente do NTS, aumenta o consumo de solugdo de NaCl (Contreras
e Stetson, 1981; Kosten e cols., 1983; Hyde e Mirelis, 1984; Watson, 1985;
Edwards e cols., 1993) sugerindo assim um envolvimento dessas areas no
controle da ingestdo de NaCl. Pelos resultados apresentados neste trabalho,
pode-se sugerir que a ativacdo de receptores adrenérgicos oy/imidazolicos
nestas areas possa estar relacionada a inibicdo da ingestdo de NaCl induzida

por deplecéo de sdodio.
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Observa-se, pelos resultados obtidos com injegcdes no VL e no 4° V, que
tanto areas prosencefalicas quanto do tronco cerebral poderiam estar
envolvidas no efeito inibitério da moxonidina sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M.

A reducgao da ingestdo de NaCl apés inje¢do de moxonidina (20 nmol) no
4° \/ durou apenas 1 hora. E importante se observar que a injecdo de
moxonidina no 4° V promove hipotensdo e bradicardia, permanecendo essas
respostas também em torno de 1 hora (dados néo publicados). Assim, parece
que 1 hora é o tempo que persiste o efeito dessa dose de moxonidina injetada
no 4° V. Os efeitos da injecdo da mesma dose de moxonidina no VL duraram
mais tempo.

Comparando-se animais controles e tratados com moxonidina, n&o
foram observadas diferengas significativas em relagcdo a ingestdo de agua
associada a ingestdo de NaCl 0,3 M. Na verdade, o protocolo utilizado de
deplecdo de sodio de 24 h visa estimular a ingestdo de solucdo de NaCl
hipertdnico, sendo a ingestdo de agua um efeito secundario e de pequena
intensidade. Portanto, a tendéncia de redugao da ingestdo de agua talvez nao
tenha sido estatisticamente significante devido ao pequeno volume de agua
ingerida nesse caso. De qualquer forma, a injecao de moxonidina no VL ou 4°
V ndo modificou essa ingestdo de agua, o que é diferente do efeito
antidipsogénico da moxonidina ja demonstrado para a ingestdo de agua
induzida por ANG Il ou pela estimulagdo colinérgica centrais, bem como pela

privagao hidrica (Menani e cols., 1999; Martinez e cols., 2000).

b) Complexo amigdaldide, nucleo central da amigdala (NCA) e nucleo basal da
amigdala (NBA)

Inje¢des de moxonidina, tanto unilaterais quanto bilaterais, no complexo
amigdaldide reduziram a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida pela deplegédo de
sédio, sendo que inje¢des bilaterais se mostraram mais eficientes em reduzir a
ingestao de NaCl do que inje¢des unilaterais. Dados da literatura mostram que
lesbes eletroliticas bilaterais do complexo amigdaldide podem aumentar ou
diminuir a ingestdo de NaCl 1,5% dependendo da dimensdo e da porgao do
complexo amigdaldide que foi danificada pela lesdo (Gentil e cols., 1968). Além
disso, a lesao da regiao medial do complexo amigdaldide foi capaz de abolir a

ingestdo de NaCl induzida por mineralocorticoides (Nitabach e cols., 1989;
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Zhang e cols., 1993). Ja foi verificado a presencga de receptores adrenérgicos
a2 no complexo amigdaléide (Zilles e cols., 1993; King e cols., 1995; Newman-
Tancredi e cols., 2000) e estudos de King e cols. (1995) ndo mostraram a
presenca de receptores imidazélicos no complexo amigdaldide. Portanto, o
complexo amigdaléide desempenha um papel relevante no controle da
ingestdo de NaCl e os presentes resultados mostram que receptores

adrenérgicos oy e/ou imidazodlicos participam deste controle.

O complexo amigdaldide € formado por varios subnucleos, de forma que
um volume grande (1 ul) injetado pode levar a droga a atingir varios desses
subnucleos. Portanto, na tentativa de mapear quais os subnucleos que
poderiam estar envolvidos nessa inibicdo produzida pela moxonidina, foi
estudado também o efeito de injegcbes bilaterais em pequenos volumes (0,2 —

0,4 ul) dessa droga nos nucleos central e basal da amigdala.

Moxonidina injetada bilateralmente no NCA nao alterou a ingestdo de
NaCl 0,3 M induzida por deplecédo de sddio. Por outro lado, dados da literatura
demonstraram que lesao bilateral do NCA reduzia a ingestao de NaCl induzida
por diferentes protocolos (Galaverna e cols., 1991; Galaverna e cols., 1993;
Seeley e cols., 1993; Zardetto-Smith e cols, 1994; Ganaraj e Jeganathan,
1998), além da ingestdo nao estimulada de NaCl (Seeley e cols., 1993),
sugerindo que o NCA exerceria um papel excitatério no comportamento
ingestivo. Todavia, os resultados apresentados neste trabalho ndo mostraram
um envolvimento do NCA no efeito da moxonidina sobre a ingestdao de NaCl
0,3 M.

Lesbes realizadas bilateralmente no nucleo basolateral do complexo
amigdaldide (NBLA) aumentaram a ingestdo de alimento e agua, enquanto que
lesbes bilaterais do NCA levaram a uma reducdo do comportamento ingestivo
(Ganaraj e Jeganathan, 1998), reforgando a idéia de que o NCA teria uma acéo
excitatéria sobre o comportamento ingestivo (Galaverna e cols., 1991;
Galaverna e cols., 1993; Seeley e cols., 1993; Zardetto-Smith e cols, 1994;
Ganaraj e Jeganathan, 1998) e sugerindo uma func¢ao inibitoria do NBLA sobre
a ingestdo (Ganaraj e Jeganathan, 1998). Inje¢cdes bilaterais do agonista de

receptores adrenérgicos op/imidazdélicos, moxonidina, no NBA reduziram a
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ingestdao de NaCl induzida por deplecdo de sddio, sugerindo que a ativagao
desses receptores no NBA inibe a ingestdao de NaCl, diferentemente do que foi

observado para os estudos realizados no NCA.

Animais com lesdes sequenciais do NCA e NBLA mostraram
predominantemente os efeitos da lesdo do NBLA (aumento de ingestdo de
agua e alimento), enquanto que os efeitos da lesdo do NCA foram mascarados
(Ganaraj e Jeganathan, 1998), sugerindo que esses subnucleos interagem,
prevalecendo a acdo do NBLA. Injegbes bilaterais de moxonidina quando
realizadas no NBA, mas ndo quando injetadas no NCA, foram capazes de
reduzir a ingestdo de NaCl, sugerindo a existéncia nessa area de um
mecanismo dependente de receptores adrenérgicos ap/imidazélicos que inibe a

ingestao de NaCl induzida por deplegao de sédio.

A semelhanga do que ocorreu com a injegdo de moxonidina no VL ou no
4° V, observou-se que injegcdes bilaterais ou unilaterais de moxonidina no
complexo amigdaldide n&o alteraram a ingestdo de agua que acompanha a
ingestdo de NaCl. Por outro lado, inje¢cdes bilaterais de moxonidina (todas as
doses) no NCA reduziram a ingestdo de agua, enquanto que injegdes de
moxonidina (20 nmol) no NBA aumentaram a ingestao de agua, mostrando que
a ativacdo de receptores adrenérgicos ao/imidazolicos dessas duas areas
produz efeitos opostos na ingestdo de agua que acompanha a ingestdo de
solucao hipertdnica de NaCl. Por outro lado, a injecdo de moxonidina no NBA
reduz a ingestdo de NaCl 0,3 M ao mesmo tempo em que aumenta a ingestéo
de agua. Como a ingestao de agua no protocolo de 24 h de deplegcédo de sddio
€ dependente da ingestao de solugao hiperténica de NaCl, que foi reduzida
nesse caso, ndo €& possivel se apresentar justificativas mais claras para o
aumento da ingestdo de agua, exceto que a moxonidina possa diretamente

alterar a saciedade desses animais.

Lesbes bilaterais do NCA diminuiram a ingestdo de agua (Ganaraj e
Jeganathan, 1998), sugerindo um papel excitatério do NCA no controle da
ingestdo de agua. Injecbes bilaterais de moxonidina no NCA reduziram a
ingestao de agua, sugerindo que talvez a ativagéo dos receptores adrenérgicos

ap/imidazolicos do NCA poderiam atuar bloqueando o0s mecanismos
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excitatorios presentes nesse nucleo, e consequentemente, inibindo a ingestao

de agua.

Por outro lado, lesbes do NBLA levaram a um aumento da ingestdo de
agua, o que sugere uma fungdo inibitéria para este nucleo (Ganaraj &
Jeganathan, 1998). Injecbes bilaterais de moxonidina no NBA também
promoveram um aumento da ingestdo de agua, o que sugere que ativagao de
receptores adrenérgicos ay/imidazolicos do NBA produz efeitos semelhantes

aos da lesao dessa area.

Assim, os presentes resultados mostraram uma possivel participagao
dos receptores adrenérgicos ay/imidazolicos nos mecanismos relacionados
com o controle da ingestdo de agua no NCA e NBA, e para o controle da
ingestdao de NaCl no NBA. Todavia, € importante ressaltar que o protocolo de
deplecao de sédio visa a indugao da ingestao de solugao hipertdnica de NaCl,
enquanto que a ingestdo de agua, geralmente muito variavel quando associada
com NaCl 0,3 M, depende dos efeitos osmoticos da ingestdo de NaCl. Para se
analisar, com maior seguranga um possivel efeito da moxonidina no NCA ou
NBA sobre a ingestdo de agua seria recomendado utilizar um protocolo que
induzisse especificamente ingestdo de agua (por exemplos, privagao hidrica de

24 h, salina hipertonica ou injegao central de ANG II).

¢) Hipotalamo lateral (HL)

A injecdo de moxonidina (20 nmol) no HL n&o foi capaz de reduzir a
ingestdao de NaCl 0,3 M induzida por deplegdo de NaCl. Também nao foram
observadas diferengas significativas na ingestdo de agua que acompanha a
ingestao de solucao hipertdnica de NaCl.

Ja havia sido demonstrado que clonidina ou moxonidina, injetadas no
HL, reduziam a ingestdo de agua induzida por privagéo hidrica de 24 h (Ferrari
e cols, 1990; De Oliveira e cols., 2000), sugerindo que o HL seria um dos locais
de acao dessas drogas para o controle da ingestdo de agua. Verificamos ainda
neste trabalho, que a injecdo de moxonidina no HL reduz a resposta pressora
produzida pela injegao central de ANG I, reforcando a idéia de que o HL é um

dos locais de acdo da moxonidina. Além disso, estudos anteriores
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demonstraram que lesdo do HL pode reduzir ou abolir a ingestdo de solugdes
hipertdbnicas de NaCl induzida por deficiéncia de NaCl ou tratamento com
mineralocorticéide (Wolf, 1967; Schulkin e Fluharty, 1985) comprovando a
importancia dessa area no controle da ingestao de sdodio.

E possivel que, para se obter algum efeito sobre a ingestdo de solucdo
hipertdnica de NaCl fossem necessarias inje¢cbes bilaterais de moxonidina no
HL, diferentemente do que foi observado para ingestdo de agua, experimento
no qual, a injecdo unilateral de moxonidina ja foi suficiente para reduzir em
aproximadamente 70% a ingestao de agua induzida por privagao hidrica de 24
h (De Oliveira e cols., 2000).

Em resumo, no HL, diferentemente do que ocorre para o controle da
ingestdo de 4agua induzida por privagdo hidrica de 24 h, a ativagdo dos
receptores adrenérgicos ay/imidazdélicos produzida pela injecdo de moxonidina
nao esta envolvida no controle da ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por

deplegao de sodio.

d) Envolvimento dos receptores adrenérgicos a, no controle da ingestdo de
NaCl

Moxonidina, assim como a clonidina, s&o agonistas mistos de receptores
adrenérgicos a, e imidazolicos que apresentam efeitos antidipsogénicos e
antinatriorexigénicos (Fregly e cols, 1981; De Paula e cols., 1996; Yada e cols.,
1997a; Yada e cols., 1997b; Sugawara, 1999; Sugawara e cols., 1999;
Sugawara e cols., 2001). Antagonistas desses receptores sdo muito utilizados
na tentativa de elucidar qual deles (adrenérgicos o, ou imidazdlicos) ou se
ambos estariam envolvidos nos efeitos inibitérios da moxonidina e clonidina na
ingestao de agua e solugdes hipertdnicas de NaCl (Ferrari e cols., 1990; Sato e
cols., 1996; Sugawara e cols, 1999).

O efeito inibitério da moxonidina injetada no VL sobre a ingestdao de
NaCl 0,3 M induzida pela deplecdo de sdédio por 24 h foi abolido pela injecao
icv de RX 821002 (40 e 80 nmol) e SKF 86466 (640 nmol) durante todo o
periodo experimental e pela ioimbina (320 nmol) nos periodos finais do
experimento (60 e 120 min). Essas drogas sao consideradas antagonistas de

receptores adrenérgicos o» sugerindo que a agao inibitéria da moxonidina
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sobre a ingestdo de NaCl induzida por deplecdo seria mediada pelos
receptores adreneérgicos a. centrais. Estudos anteriores haviam mostrado que
a injecao central de RX 821002 aboliu o efeito antidipsogénico da moxonidina
sobre a ingestdo de agua induzida pela injegado central de ANG Il (Menani e
cols., 1999). Assim, a moxonidina poderia estar atuando através dos receptores
adrenérgicos oy para inibir a ingestdo de agua e de NaCl.

Moxonidina, assim como a clonidina, apresentam afinidades diferentes
pelos receptores adrenérgicos o, e imidazélicos, sendo que a clonidina
apresenta afinidade semelhante pelos receptores adrenérgicos oy e
imidazolicos, enquanto que a moxonidina apresenta maior afinidade pelos
receptores imidazolicos (Kawasaki e Takasaki, 1986; Ernsberger e cols., 1987;
Buccafusco e cols., 1995; Ernsberger e cols., 1995) e apesar destas
diferencas, tanto a moxonidina quanto a clonidina sdo capazes de inibir a
ingestao de NaCl (De Paula e cols., 1996; Yada e cols., 1997a; Yada e cols.,
1997b; Sugawara, 1999; Sugawara e cols., 1999). Ja havia sido demonstrado
que a iombina reduzia parcialmente o efeito antidipsogénico da clonidina sobre
a ingestao de agua induzida por privagao hidrica de 24 h ou ANG Il icv (Ferrari
e cols., 1990; Yada e cols., 1997a), mas ndo modificava o efeito inibitorio da
clonidina sobre a ingestdo de NaCl induzida por deplegdo de sodio (Yada e
cols., 1997b), diferentemente do SKF 86466 cuja injecdo icv foi capaz de
reduzir parcialmente o efeito inibitério da clonidina sobre a ingestdo de NaCl
(Sugawara, 1999). Neste trabalho, verificamos que tanto a ioimbina quanto o
SKF 86466 aboliram o efeito inibitério da moxonidina sobre a ingestao de NaCl
0,3 M. loimbina e SKF 86466 s&o considerados antagonistas especificos de
receptores adrenérgicos oy permitindo a caracterizagdo da participagao dos
receptores adrenérgicos a, no efeito inibitério da moxonidina sobre a ingestao
de NaCl. Embora considerado um antagonista de receptores adrenérgicos ay, 0
RX 821002 apresenta um anel imidazolico, podendo também se ligar em sitios
imidazdlicos (Hieble e Ruffolo, 1995; Callado e cols., 1996).

Apenas a injecéo central de RX 821002 (40 nmol) e ioimbina (320 nmol)
aumentou a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplegéo de sddio, sugerindo
uma possivel agao inibitdria tdnica dos receptores adrenérgicos o, centrais no

controle da ingestdo de NaCl. Todavia, € necessario ressaltar que os efeitos
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ocorreram em dois grupos de ratos que apresentaram uma ingestao de NaCl
reduzida no grupo controle (tratado com veiculo). Assim, € possivel que esta
ingestdo de NaCl reduzida no grupo controle esteja afetando os efeitos do RX
821002 e ioimbina. Estudos anteriores ja haviam mostrado aumento na
ingestdo de NaCl em animais tratados com injecdo periférica de ioimbina
(Johnson e cols., 1990; Fitts, 1991), mas este trabalho é o primeiro a mostrar
que é possivel ocorrer aumento da ingestao de NaCl apods a injegédo central de
antagonistas adrenérgicos o.

Foi verificado que o pré-tratamento com RX 821002 aboliu o efeito
inibitério da moxonidina sobre a ingestdo de NaCl em doses menores (40 e 80
nmol) do que a necessaria para ioimbina (320 nmol) e, principalmente, para o
SKF 86466 (640 nmol). Além disso, RX 821002 e SKF 86466 aboliram o efeito
antinatriorexigénico da moxonidina durante todo o experimento, enquanto que
a ioimbina aboliu o efeito inibitério da moxonidina sobre a ingestdo de NaCl
apenas nos tempos de 60 e 120 min. O RX 821002 por apresentar um anel
imidazolico e consequentemente, poder se ligar em sitios imidazolicos, além de
também ser um antagonista seletivo para receptores adrenérgicos o, (Hieble e
Ruffolo, 1995; Callado e cols., 1996), foi mais eficiente em bloquear o efeito
inibitério da moxonidina sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M do que os
antagonistas considerados especificos de receptores adrenérgicos a, e que
nao possuem estrutura imidazadlica, ioimbina e SKF 86466, que produziram os
mesmos efeitos s6 que em altas doses. Efeito semelhante ocorre em estudos
com agonistas de receptores adrenérgicos ay/imidazdlicos, como clonidina e
moxonidina, que inibem a ingestdao de NaCl em pequenas doses (20 nmol) (De
Paula e cols., 1996; Yada e cols., 1997a; Yada e cols., 1997b; Sugawara, 1999;
Sugawara e cols.,, 1999), enquanto que para noradrenalina e o-
metilnoradrenalina (agonistas de receptores adrenérgicos oy, mas ndo dos
receptores imidazoélicos) sdo necessarias doses maiores (80 e 160 nmol) para
serem observados os mesmos efeitos (De Paula e cols., 1996; Yada e cols.,
1997a; Sugawara, 1999; Sugawara e cols., 1999; Sugawara e cols., 2001).
Considerando os agonistas e antagonistas, parece que a existéncia de uma
caracteristica imidazolica pode facilitar seus efeitos na ingestdo de NaCl.

Apesar disto, dados da literatura mostraram que o idazoxan (antagonista de
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receptores adrenérgicos a, e imidazodlicos) na dose de 320 nmol inibiu apenas
parcialmente o efeito antinatriorexigénico da moxonidina (Sugawara e cols.,
1999), enquanto que o bloqueio dos receptores adrenérgicos oy, cComo
apresentado neste trabalho, aboliu o efeito inibitério da moxonidina sobre a
ingestdo de NaCl induzida por deplegado de sédio, indicando o envolvimento
destes receptores no efeito inibitério da moxonidina sobre a ingestdo de NaCl.
Sumarizando, os resultados mostraram o envolvimento dos receptores
adrenérgicos a, centrais no papel inibitério da moxonidina sobre a ingestdo de
NaCl. Além disso, sugerem um possivel papel ténico dos receptores
adrenérgicos a, centrais na inibigdo da ingestdo de NaCl. E preciso destacar
que pela primeira vez foi demonstrado que os efeitos de um agonista de
receptores adrenérgicos oy e imidazdlicos na ingestdo de NaCl foram
totalmente bloqueados pelo tratamento prévio com antagonistas especificos de

receptores adrenérgicos o..

Efeitos da injecdo central de moxonidina na resposta pressora produzida

pela ativacao angiotensinérgica e colinérgica central

E sabido que os efeitos pressores tanto da ANG Il como do carbacol
injetados centralmente s&do atribuidos ao aumento da atividade simpatica e da
secrecdo de vasopressina (Hoffman e cols., 1977; Imai e cols., 1989). A
microinjegdo de moxonidina, assim como de clonidina, no BRVL induz
respostas vasodepressoras (Bousquet e cols., 1984; Ernsberger e cols., 1993b;
Haxhiu e cols., 1994; Nurminem e cols., 1998; Yamasato e cols., 2001)
sugerindo, portanto, que essas drogas produzem uma reducdo da atividade
simpética. E sugerido que o efeito anti-hipertensivo da moxonidina se deva a
uma acao dela nos receptores imidazolicos presentes no BRVL (Ernsberger e
cols, 1993b; Ernsberger e cols., 1994; Haxhiu e cols., 1994; Buccafusco e cols.,
1995; Ernsberger e cols., 1995; Ernsberger e cols., 1997). Tanto clonidina
quanto moxonidina, além de se ligarem em receptores imidazdlicos, também
sdo agonistas de receptores adrenérgicos o, (Kawasaki e Takasaki, 1986;
Ernsberger e cols., 1987; Ernsberger e cols., 1993; Ernsberger e cols., 1994;

Haxhiu e cols., 1994; Buccafusco e cols., 1995; Bock e cols., 1999; Philipp e
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cols., 2002), cuja ativagao central também pode reduzir a descarga simpatica
(Guyenet, 1997; Yamasato e cols., 2001). A injecéo central de clonidina reduziu
o efeito pressor produzido pela ativagdo angiotensinérgica central (Colombari e
cols., 1990).

a) Efeito da inje¢do de moxonidina no VL sobre a resposta pressora produzida
pela ANG Il e carbacol

A injecdo de moxonidina no VL nas doses de 20, 40 e 80 nmol, ndo
promoveu alteragdes da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC). As doses de 20 e 40 nmol ndo modificaram a reposta pressora produzida
pela ANG Il (50 ng), porém a dose de 80 nmol de moxonidina reduziu o efeito

pressor produzido pela injegdo icv de ANG II.

Para se tentar elucidar qual receptor estaria envolvido no efeito inibitorio
da moxonidina sobre o efeito pressor da ANG I, foi administrado, 20 min antes
da injecdo icv de moxonidina, ioimbina (320 nmol), antagonista especifico de
receptores adrenérgicos o, € verificou-se que a administragdo prévia de
ioimbina aboliu o efeito inibitério da moxonidina, sugerindo que a ativagao de
receptores adrenérgicos a, centrais € essencial para este efeito da moxonidina.
Dados da literatura relatam que os receptores imidazdlicos presentes no BRVL
sdo importantes para o efeito anti-hipertensivo da moxonidina (Ernsberger e
cols, 1993b; Ernsberger e cols., 1994; Haxhiu e cols., 1994; Buccafusco e cols.,
1995; Ernsberger e cols., 1995; Ernsberger e cols., 1997) e no presente
trabalho, verificamos a importancia dos receptores adrenérgicos oy no efeito
inibitério da moxonidina sobre a reposta pressora produzida pela ativacao
angiotensinérgica central, sugerindo que em areas prosencefalicas,
diferentemente do que ocorre no BRVL, os receptores adrenérgicos o, também
possam ser importantes para os efeitos anti-hipertensivos da moxonidina.
Somente a administracdo de ioimbina ndo promoveu alteragdes na pressao
arterial e frequéncia cardiaca, o que esta de acordo com dados da literatura
(Bock e cols., 1999).

Em relagédo a ativagdo colinérgica, a injegao icv de moxonidina 80 nmol
reduziu a resposta pressora produzida pela inje¢do central de carbacol (4
nmol). Todavia, a moxonidina apresentou um efeito inibitério mais intenso

sobre a resposta pressora produzida pela ANG Il do que a produzida pelo

105



carbacol. O efeito pressor produzido pelo carbacol, além da liberagdo de
vasopressina e ativagao simpatica via BRVL, poderia envolver também vias
alternativas, como fibras oriundas do nucleo paraventricular ou nucleos da rafe
que poderiam ativar diretamente neurdnios pré-ganglionares do simpatico
(Gebber, 1990), e consequentemente promoverem a ativacdo simpatica que
resulta na resposta pressora do carbacol, e talvez, a moxonidina nas doses

utilizadas, nao tenha interferido nessas vias alternativas.

A injecéo icv (VL) de 6-hidroxidopamina (neurotoxina de neurdnios
catecolaminérgicos) atenuou a ingestao de agua induzida pela ANG I, mas nao
pelo carbacol (Fitzsimons e Setler, 1975), sugerindo que a integridade dos
neurbnios catecolaminérgicos (dopamina, adrenalina e/ou noradrenalina) s&o
importantes para acéo dipsogénica da ANG Il, mas ndo do carbacol. Talvez,
algo semelhante ocorra em relagéo a resposta pressora, e talvez por isso, a
moxonidina (agonista de receptores adrenérgicos ay/imidazdlicos) tenha tido
um efeito menos expressivo em bloquear a resposta pressora produzida pelo
carbacol, sendo que somente a injecdo icv de uma dose alta de moxonidina (80

nmol) foi capaz de reduzir parcialmente este efeito.

b) Efeito da injegdo de moxonidina no 4° V sobre a resposta pressora
produzida pela ANG Il e carbacol

Apenas a injecdo de moxonidina (20 nmol) no 4° V promoveu hipotensao
e bradicardia, sendo este um efeito ja conhecido, e possivelmente decorrente
de uma reducdo da atividade simpatica periférica produzida pela acao da
moxonidina no BRVL (Bousquet e cols., 1984; Nurminem e cols., 1998). A
moxonidina injetada no 4° V reduz a atividade simpatica e isto pode explicar a
reducao da resposta pressora da ANG Il. Entretanto, a moxonidina injetada no
4° V nao alterou a resposta pressora do carbacol que em parte também é
devido a ativagao simpatica. Portanto, parece que a ativagdo simpatica
produzida pela estimulagdo colinérgica central (ou pelo menos pelo carbacol
injetado no VL) n&do é devido a ativagdo do BRVL. Como ja discutido
anteriormente, a ativacdo simpatica independente do BRVL é possivel por
fibras oriundas do nucleo paraventricular ou nucleos da rafe que ativariam

diretamente neurdénios pré-ganglionares do simpatico (Gebber, 1990) e
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poderiam ser responsaveis pela ativagao simpatica que resultaria na resposta

pressora do carbacol.

c) Efeito da injegcdo de moxonidina no HL sobre a resposta pressora produzida
pela ANG Il e carbacol

A injegdo de moxonidina (20 nmol) no HL n&o promoveu alteracdes na
PAM e FC, porém foi capaz de reduzir a resposta pressora induzida pela ANG

Il injetada no VL, mas néo pelo carbacol injetado no VL.

Estudos anteriores demonstraram a importancia do hipotalamo para
alguns efeitos cardiovasculares, por exemplo, lesdes bilaterais do HL aboliram
a resposta pressora e reduziram a bradicardia decorrentes da injegéo icv de
clonidina, e reduziram a hipertensao produzida pela administracdo de clonidina
na area septal média (ASM) (Colombari e cols., 1992b; Haibara e cols., 1992),
sugerindo um envolvimento do HL em respostas dependentes de receptores
adrenérgicos oy e imidazolicos. Além disso, lesao eletrolitica do HL diminui a
resposta pressora produzida pela injecdo de carbacol na ASM e de ANG Il e
carbacol no NPM (Haibara e cols., 1994; Silva e cols., 1995), sugerindo que o
HL é importante para a resposta pressora produzida pela ativagéo colinérgica e
angiotensinérgica. Resultados de Hartle e cols. (1982) também sugeriram que
o hipotalamo anterior poderia conter uma via eferente da regido AV3V

associada com resposta pressora central produzida pela ANG II.

A moxonidina conseguiu reduzir o efeito pressor produzido pela ativagao
angiotensinérgica, sugerindo que a ativagao de receptores adrenérgicos a, e/ou
imidazolicos, localizados no HL, exerce um efeito inibitério na resposta
pressora produzida pela ANG Il. Foi observado que o bloqueio de projecdes o
adrenérgicas para o hipotalamo rostral com fentolamina produziu uma
atenuacdo dose-dependente da resposta pressora produzida pela
administragcdo icv de ANG Il (Jones, 1988), sugerindo uma participagéo
adrenérgica no efeito da ANG Il, sendo que esta via poderia estar sendo inibida

pela moxonidina.
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As possiveis justificativas para o efeito inexpressivo da moxonidina
sobre a resposta pressora produzida pelo carbacol ja foram mencionadas

anteriormente.

Resumindo, moxonidina injetada no VL na dose de 80 nmol
praticamente aboliu o efeito pressor da ANG I, mas so reduziu parcialmente o
efeito pressor do carbacol. A dose de 20 nmol de moxonidina injetada no 4° V
ou no HL atenuou a resposta pressora da ANG Il, mas ndo afetou os efeitos
cardiovasculares do carbacol. Talvez, o carbacol ative vias alternativas na qual
a moxonidina ndo atue ou as doses utilizadas, embora tenham efeito sobre a
resposta pressora da ANG I, ndo s&o suficientes para bloquear a hipertensao

decorrente da ativacdo colinérgica.

Os resultados apresentados também mostraram que a moxonidina atua
em receptores adrenérgicos oy para bloquear as respostas pressoras
produzidas pela ativacdo de vias angiotensinérgicas na regulacao

cardiovascular.

Efeitos da moxonidina injetada centralmente na expressdo da proteina c-

fos em diferentes tratamentos

A injecao central de moxonidina em animais normovolémicos e saciados
promoveu expressao da proteina c-fos nas seguintes areas prosencefalicas:
OVLT, ASLips, NPMv, NPV e NSO, que sao estruturas envolvidas no controle
do equilibrio hidroeletrolitico e regulagédo cardiovascular (Covian e cols., 1975;
Brody e cols., 1978; Brody e Johnson, 1980; Johnson, 1985; Colombari e cols.,
1992a; Fitzsimons, 1998).

Varios estudos mostram o envolvimento dos receptores adrenérgicos o
na expressao da proteina c-fos. A injecéo periférica de ioimbina (Bing e cols.,
1992; Tsujinjo e cols., 1992) promoveu aumento da imunorreatividade para c-
fos em diversas areas cerebrais (LC, NCA, nucleo do leito da estria
terminal, NTS, BRVL, NPV, neocortex, cértex piriforme e NSO), sendo este

efeito inibido pela inje¢cao de clonidina (agonista de receptores adrenérgicos o
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e imidazolicos). Por outro lado, a injecao central (VL) de ioimbina (Blume e
cols., 2002) ndo foi capaz de induzir a expressdo da proteina c-fos (areas
estudadas: NSO, NPV, OSF e NPM). Somente a injecado periférica (ip) de
clonidina promoveu expressao de c-fos no NPV e NSO do hipotalamo (Tsujino
e cols., 1992). Além disso, a administragdo periférica de RX 821002
(antagonista de receptores adrenérgicos a,) promoveu aumento na expressao
de RNAm para a proteina c-fos no coértex, sem ter efeitos marcantes em outras
areas (Shen e cols.,, 1995). Estes resultados sugerem um possivel
envolvimento dos receptores adrenérgicos ap/imidazdlicos na modulagdo da
expressao da proteina c-fos em diversas areas cerebrais, e a moxonidina, por
ser um agonista desses receptores também promove esta expressdo, como

demonstra os presentes resultados.

Como ja foi mencionado, a moxonidina induz a expressao de c-fos em
areas envolvidas no controle da ingestdo de agua e soédio e regulagéo
cardiovascular. Além disso, algumas dessas areas estdo envolvidas nas agoes
da ANG I, por exemplo a regiao AV3V (que inclui o OVLT, NPM e nucleo
predptico periventricular) (Brody e cols., 1978; Brody e Johnson, 1980;
Johnson, 1985; Colombari e cols., 1992a; Fitzsimons, 1998). E sabido que a
moxonidina reduz: a ingestdo de NaCl induzida pela deplecao de sodio por 24
h (De Oliveira e cols., 1998; Sugawara e cols., 1999), a ingestdo de agua
induzida por privagao hidrica ou ANG Il (Menani e cols., 1999; Martinez e cols.,
2000) e a resposta pressora produzida pela ANG II. Portanto, a injec&o central
de moxonidina reduz tanto os efeitos dipsogénicos quanto pressores
produzidos pela ANG Il. Em relacédo a expressao da proteina c-fos, verificou-se
que apenas a injecao icv de ANG Il (50 ng) promoveu expressao da proteina c-
fos nas seguintes areas: NPMd e NPV que estdo de acordo com dados da
literatura que relatam que injecdo unica no VL de ANG Il promove expresséo
de c-fos nestas areas e outras como OVLT, OSF e NSO (Mahon e cols., 1995).
Além do NPMd e NPV, neste trabalho observamos que a inje¢cdo de ANG Il
também promoveu expressao de c-fos na ASLips e NSH e reduziu a expressao
de c-fos na ASLcont. Diferencas na expressdo de c-fos induzida pela ANG Il

entre o presente trabalho e o ja relatado na literatura, pode ser devido a
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diferenca da dose de ANG Il utilizada (Mahon e cols, 1995, utilizaram uma dose

de aproximadamente 103 ng).

A injegdo central de antagonistas de receptores adrenérgicos o
(prazosin) e oy (ioimbina) reduziram a expressdo da proteina c-fos promovida
pela ANG Il icv no NPV e NSO (Blume e cols., 2002). Assim, seria possivel
esperar que um agonista de receptores adrenérgicos o, (moxonidina) pudesse
também alterar a expressao da proteina c-fos induzida por ANG Il, porém este
nao foi o efeito observado, sendo que o tratamento prévio com moxonidina nao
alterou a expressao de c-fos produzida pela ANG Il central. Devido ao fato dos
dois tratamentos isoladamente aumentarem a expressao de c-fos em areas
cerebrais semelhantes, é dificil saber qual tratamento é o responsavel pela
expressdo de c-fos apds a combinacdo dos dois tratamentos. E possivel que a
moxonidina esteja inibindo a expressao de c-fos produzida pela ANG Il e a
expressao de c-fos que se observa apds os dois tratamentos seja efeito apenas
da moxonidina. Com a técnica de imuno-histoquimica utilizada, marcacédo da
proteina c-fos, ndo foi possivel distinguirmos o padrdo de atividade celular
produzido pela injegdo central de moxonidina e ANG Il, sendo provavel que a

analise de outros genes fosse necessaria para essa distingao.

A deplecao de sodio de 24 h promove expressao de c-fos no OSF (100%
dos animais estudados) e no OVLT (40 % dos animais estudados) (Rowland e
cols., 1996a), sugerindo que essas areas (OSF e OVLT) estariam envolvidas
na ingestdo de NaCl induzida por deplecdo. Em nosso estudo, animais
depletados de sodio tratados com moxonidina apresentaram um aumento da
marcagao para c-fos na ASLips e NPMd e reducdo no OVLT, sugerindo que
mudancas na atividade dessas areas possam ser responsaveis pelo efeito

inibitério da moxonidina na ingestao de NaCl 0,3 M.

N&o foram observadas diferengas significativas na marcacéo da proteina
c-fos no complexo amigdaldide apds inje¢ao icv de moxonidina, sugerindo que
o0 complexo amigdaldide ndo seria um provavel local de agdo para o efeito
inibitério da moxonidina sobre a ingestao de NaCl 0,3 M quando injetada no VL.
Por outro lado, quando a injecdo de moxonidina foi realizada no complexo
amigdaldide ocorreu reducdo da ingestdo de NaCl 0,3 M. Em relagdo ao HL,

também nao foi observada expressdo da proteina c-fos em nenhum dos
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tratamentos estudados, embora a moxonidina apresente efeitos (reducédo da
ingestado de agua induzida por privagao hidrica de 24 h e redugédo da resposta
pressora decorrente da ativagdo angiotensinérgica) quando injetada no HL (De
Oliveira e cols., 2000).

Parece que apds a combinagdo de moxonidina + ANG Il ou de
moxonidina + deplecao de sddio houve reducéo na expressao da proteina c-fos
em algumas areas quando comparadas com a expressao de c-fos observada
apos tratamento apenas com moxonidina injetada no VL. No caso da
combinacao de moxonidina + ANG |l esse efeito foi observado na ASLips e no
OSF, enquanto que na combinacdo de moxonidina + deplecdo o mesmo
ocorreu no NSH, NPMv e OSF. Todavia, ndo seria recomendavel se fazer
analise estatistica comparando-se esses resultados, pois conforme descrito no
protocolo experimental, estes experimentos ndo foram realizados

simultaneamente.

Em sintese, temos que a injegdo central de moxonidina promove
ativagdo de varias areas prosencefalicas (OVLT, ASLips, NPMv, NPV e NSO)
que podem ser possiveis locais de acdo para os efeitos da moxonidina no
controle do equilibrio hidroeletrolitico e regulacdo cardiovascular. Verificou-se
também que a injegdo prévia de moxonidina n&do alterou a expressédo da
proteina c-fos induzida pela inje¢do central de ANG Il. Além disso, foram
observadas modificagdes na atividade da ASLips, NPMd e OVLT em animais
depletados de sodio que receberam injegao central de moxonidina, sugerindo
que estas areas poderiam estar envolvidas nos efeitos inibitorios da

moxonidina sobre a ingestado de NaCl.
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SUMARIO

Sumarizando os resultados apresentados:

1. Os efeitos inibitérios da moxonidina injetada no VL e 4° V mostram que tanto
areas prosencefalicas quanto do tronco cerebral estariam envolvidas nos
efeitos da moxonidina sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplegéo
de sédio por 24 h. Foi observado também que moxonidina injetada em areas
cerebrais especificas como o complexo amigdaldide e o NBA, mas ndo o NCA

e o HL, induz efeito antinatriorexigénico.

2. O papel inibitério da moxonidina sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M seria
mediado pelos receptores adrenérgicos a,. Além disso, € sugerido um possivel

papel ténico dos receptores adrenérgicos a, na inibigdo da ingestao de NaCl.

3. Moxonidina injetada centralmente reduz as respostas pressoras produzidas
principalmente pela ativagado angiotensinérgica, e em menor grau, pela ativagéo
colinérgica central. Verificou-se ainda que os receptores adrenérgicos a, Sao
fundamentais para o efeito inibitério da moxonidina sobre a resposta pressora

produzida pela injegao de ANG II.

4. Varias areas cerebrais (OVLT, ASLips, NPMv, NPV e NSO) envolvidas no
controle da ingestdo de agua e de NaCl e da regulagdo cardiovascular sédo
ativadas apds a injegao central de moxonidina em ratos normovolémicos e

saciados, sendo possiveis locais de agao para os efeitos da moxonidina.

5. Embora a moxonidina reduza o efeito pressor da ANG Il, ndo se observou

alteragao na expressao de c-fos produzida pela injecdo central de ANG II.
6. A injecdo central de moxonidina alterou a atividade na ASLips, NPMd e

OVLT em animais depletados de sddio, portanto essas areas podem ser

responsaveis pelo efeito antinatriorexigénico da moxonidina injetada no VL.
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CONCLUSOES

1. Moxonidina, atuando em receptores adrenérgicos oy centrais, inibe a
ingestao de NaCl 0,3 M e respostas pressoras (em especial as produzidas pela

ativagcao angiotensinérgica central).
2. De acordo com os estudos de expressao da proteina c-fos, areas cerebrais

como OVLT, ASL, NPM, NPV e NSO podem desempenhar algum papel nos

efeitos da moxonidina injetada no VL.
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