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RESUMO

RESUMO

Diversos estudos anatomicos e funcionais tém demonstrado que o nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVH) constitui um centro de integragdo neuroenddcrina. O
PVH esté intimamente relacionado com a regulacio da atividade simpatica e com a secregao
de vasopressina. A injecdo intracerebroventricular de angiotensina II, carbacol e salina
hipertonica promovem um aumento da pressdo arterial devido a ativagdo do simpético e/ou
secrecao de vasopressina. Ademais, foi demonstrado que a desconex@o hipotaladmica (DH)
caudal ao PVH, realizada por meio de um corte no encéfalo na regido do hipotdlamo com uma
microfaca em forma de baioneta, promoveu uma reducao da pressao arterial basal sugerindo
que as fibras interrompidas por esta DH, provavelmente oriundas do PVH, fariam parte da
circuitaria neural responsavel pela manutencdo tdnica da pressdo arterial. Portanto, os
objetivos do nosso trabalho foram determinar em ratos ndo anestesiados os efeitos da DH
caudal ao PVH (DH-C) sobre: a) a resposta pressora induzida pela injegdo
intracerebroventricular de angiotensina II (ANG II), carbacol e salina hipertonica (NaCl 2 M),
b) o barorreflexo e quimiorreflexo; ¢) a excre¢ao urinaria apos 24 h de privacao hidrica.

Ratos Holtzman (280-320 g) foram submetidos a DH-ficticia ou a DH-C aguda (1 dia)
ou crdnica (15 dias) que foram realizadas utilizando uma microfaca em forma de baioneta. A
microfaca (raio = 2mm, altura = 3mm), adaptada no estereotaxico, foi posicionada 1,5 mm
caudal ao bregma que foi introduzida no cérebro até a superficie interna do esfendide e
submetida a movimentos giratorios de 90° a esquerda e 90° a direita. Para a DH-ficticia nao
se realizou a rotacdo da microfaca. Apdés a DH, foi implantada uma canula no ventriculo
lateral (VL). Apos a canula no VL (grupo agudo) ou 14 dias ap6s a DH (grupo cronico) foram
inseridos cateteres na veia e artéria femoral para o registro da pressao arterial e infusdao de
drogas, respectivamente.

Animais submetidos a DH-C aguda ndo tiveram altera¢do na pressao arterial média
(PAM) basal, mas tiveram aumentos na freqiiéncia cardiaca (FC) basal (423 + 17 bpm)
comparada com a FC basal dos ratos com DH-Ficticia (346 = 8 bpm). A DH-C cronica ndo
alterou os valores basais de PAM e FC. O barorreflexo também nao foi alterado pela DH-C
aguda ou cronica. Com relagdo ao quimiorreflexo, embora o pico de resposta pressora e
bradicardia induzidos pela ativagao do quimiorreflexo ndo tenham sido alterados pela DH-C
aguda ou cronica, a duragdo da resposta pressora foi reduzida nos ratos com DH-C crénica
(18+2 s) comparada com a observada nos ratos com DH-ficticia (28+3 s). A resposta pressora

induzida pela injecdo intracerebroventricular (ICV) de salina hipertdnica foi reduzida pela
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DH-C aguda ou cronica (743 e 21+2 mmHg vs. DH-Ficticia : 19+4 e¢ 36+5 mmHg,
respectivamente). A DH-C aguda e cronica também reduziu a resposta pressora induzida pela
injecdo icv de carbacol (1243 e 2143 mmHg vs. DH-Ficticia: 3244 e 35+4 mmHg,
respectivamente) e ANG II (12+£3 e 12+2 mmHg vs. DH-Ficticia: 2312 e 22+2 mmHg,
respectivamente). Nos experimentos com privacdo hidrica, observamos uma maior excrecao
de potassio em ratos com DH-C aguda (DH-C: 12784248 nEq/24h vs DH-Ficticia: 682+87
uEq/24h) ou cronica (DH-C: 1480+281 pEq/24h vs DH-Ficticia: 787+75 pEq/24h),
respectivamente. Nos ratos com DH-C cronica o volume urinario excretado em 24 h de
privacao hidrica foi maior do que aquele observado nos ratos com DH-Ficticia (DH-C: 19+2
ml vs DH-Ficticia: 9+0,4 ml), enquanto que o volume urinério excretado em 24 h de privacao
hidrica nos ratos com DH-C aguda ndo foi diferente dos ratos com DH-Ficticia. A excre¢do
de so6dio observada apds a privacdo hidrica ndo foi diferente entre os grupos experimentais
aguda ou cronicamente. Os animais com DH-C tiveram polidipsia a partir do 6° - 8° dia da
DH-C, a qual perdurou até o Gltimo dia analisado (14 ou 17° dia).

Nossos resultados demonstram que as respostas pressoras induzidas pelas injecdes
centrais de ANG II, carbacol e salina hipertonica, mas ndo o baro e quimiorreflexo, dependem
de vias neurais interrompidas pela DH-C. Possivelmente a menor resposta pressora as
injegdes centrais dessas substancias em ratos DH-C seja decorrente de uma menor ativagao do
sistema nervoso simpético e/ou secrecio de vasopressina. E possivel também que a menor
secrecdao de vasopressina nos ratos DH-C seja responsavel pela polidipsia observada nestes

animais.



ABSTRACT

Several anatomical and functional studies have demonstrated that the
paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN) constitutes a neuroendocrine center.
The PVN is intimately related to the regulation of the sympathetic nerve activity and
vasopressin secretion. Intracerebroventricular injections of angiotensin II (ANG II),
carbachol and hypertonic saline induce an increase in arterial pressure by sympathetic
activation and/or vasopressin secretion. Furthermore, it was demonstrated that
hypothalamic disconnection (HD) caudal to PVN, performed by way of a knife-cut into
the hypothalamus using a microknife of bayonet shape, produced a decrease in basal
arterial pressure, suggesting that the fibers interrupted by this HD, probably from PVN,
are part of a neural circuitry responsible for tonic maintenance of the arterial pressure.
Therefore, the aims of this study were to determine, in conscious rats, the effects of HD
caudal to PVN (HD-C) on: a) the pressor response induced by intracerebroventricular
injection of ANG II, carbachol and hypertonic saline, b) on the baroreflex and
chemoreflex, ¢) on urinary excretion after 24 h of water deprivation.

Male Holtzman rats (280-320 g) were submitted to sham-HD or acute (1 day) or
chronic (15 days) HD caudal to PVN (HD-C) performed with a microknife of bayonet
shape (radius = 1 mm, height = 2 mm) stereotaxically placed, positioned 1.5 mm caudal
to the bregma, lowered along the midline down to the inner surface of the sphenoid and
the cut as achieved by rotating it 90° left e 90° right. In sham-HD no rotation was
performed. After the HD, a cannula was implanted into the lateral ventricle. Femoral
vein and arterial catheters were introduced after the surgery to implant the cannula into
LV (acute group) or 14 days after HD (chronic group).

Rats submitted to acute HD-C did not have changes in basal mean arterial
pressure (MAP), but had an increase in basal heart rate (HR), (423 £+ 17 bpm) compared
to sham HD rats (346 + 8 bpm). Chronic HD did not change basal levels of MAP or HR.
Baroreflex was also not changed by acute or chronic HD-C. In regard to chemoreflex,
although the peak of the pressor and the bradycardic response to chemoreflex activation
were not changed by acute or chronic HD-C, the duration of the pressor response was
reduced in rats submitted to chronic HD-C (18+2 s) compared to sham-HD (2843 s).
The pressor response induced by intracerebroventricular (icv) injection of hypertonic

saline was reduced by acute or chronic HD-C (743 and 2142 mmHg vs. sham-HD:
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19+4 and 36+5 mmHg, respectively). The acute or chronic HD-C also reduced the
pressor response induced by icv injection of carbachol (12+3 and 21+£3 mmHg vs.
sham-HD: 32+4 and 35+4 mmHg, respectively) and ANG II (1243 and 1242 mmHg vs.
sham-HD: 2342 and 22+2 mmHg, respectively). In the 24 h water deprivation
experiments, we observed a higher potassium excretion in rats with acute HD-C (DH-C:
12784248 nEq/24 h vs sham-HD: 682+87 nEq/24 h) or chronic (DH-C: 1480+281
uEq/24 h vs sham-HD: 787+75 nEq/24 h), respectively. In chronic HD-C rats the urine
volume excreted in 24 h of water deprivation was greater than the one observed in
sham-HD rats (DH-C: 19+2 ml vs sham-HD: 9+0,4 ml), while the urinary volume
excreted in 24 h of water deprivation in rats submitted to acute HD-C were not different
from sham-HD rats. HD-C animals had polidipsia from the 6" — 8" day after the HD-C,
which was maintained until the last day of the experiment (14 or 17" day).

These results suggest that the pressor responses induced by central injections of
ANG I, carbachol and hypertonic saline, but not the baro and chemoreflex, depend on
the neural pathways injured by HD-C. It is possible that the lesser pressor responses
induced by central injections of these substances in HD-C rats are due to a lesser
activation of sympathetic activity and/or vasopressin secretion. It is also possible that
the lesser vasopressin secretion in HD-C rats is responsible for the polidipsia observed

in these animals.
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1. INTRODUCAO

A manutencao da composi¢ao ¢ do volume do compartimento extracelular
dentro de uma faixa de variacdo restrita ¢ fundamental para que haja uma pressdo sanguinea
adequada para perfeita irrigacdo tecidual. O sistema nervoso central (SNC) tem um papel
fundamental na regulacdo de mecanismos homeostaticos que controlam a pressao arterial, a
volemia ¢ a osmolaridade dos liquidos corporais. Ele detecta essas variagdes por meio de
sinais gerados, por pelo menos dois conjuntos de receptores sensiveis ao estiramento, situados
nas paredes dos grandes vasos e nas camaras cardiacas: os barorreceptores arteriais € os
receptores cardiopulmonares, respectivamente. Outra maneira do SNC detectar essas
variagoes ¢ por meio de hormonios circulantes, como a angiotensina II (ANG II), que atuam
diretamente no SNC, bem como a ativagdo de células especializadas, como os
osmorreceptores centrais (JOHNSON & EDWARDS, 1990).

Uma vez detectadas alteragdes, toda circuitaria neural é recrutada para que os
ajustes homeostaticos sejam realizados. Dentre as areas do SNC que participam do controle
da pressao arterial e da composicdo e do volume do liquido extracelular, podemos destacar o
nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVH).

Estudos anatomicos e funcionais indicam que o PVH constitui um importante
centro de integracdo neuroenddcrina (BADOER, 1996). Este ntcleo constitui um extenso
conjunto de neurdnios situados adjacentes ao terceiro ventriculo. Baseado em dados
citoarquitetdnicos e em sua hodologia o PVH pode ser subdividido em 8 subnucleos distintos,
sendo 3 subnucleos magnocelulares, que se subdividem na porg¢ao anterior, medial e posterior
e 5 subnucleos parvocelulares, que se subdividem nas porgdes anterior, medial, dorsal, lateral
e periventricular (SWANSON & SAWCHENKO, 1980) . As por¢des magnocelulares siao
constituidas por neurdnios grandes, secretores de vasopressina e de ocitocina, que se projetam
para a hipoéfise posterior, onde estes hormdnios sdo liberados na circulagdo (POULAIN, D.A
& WAKERLEY, J.B, 1982). A por¢do parvocelular estd relacionada principalmente com as
vias neurais envolvidas no controle da atividade simpatica. E constituida de neurdnios
pequenos, que se projetam para a eminéncia média liberando fatores que influenciam a
liberagdo de hormdnios da hipofise anterior, portanto, relacionados a liberacdo de hormonios
hipotalamicos reguladores (BADOER, 1996). Outros neurdnios parvocelulares projetam para
numerosas regides do SNC, incluindo diversas estruturas envolvidas no controle
cardiovascular e no equilibrio hidroeletrolitico (SWANSON & SAWCHENKO, 1980;
BADOER, 1996).
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Dentre essas areas podemos destacar as conexdes do PVH com estruturas que
sdo criticas para a regulacao cardiovascular: o ntcleo do trato solitario (NTS), que ¢ o local
onde ocorre a primeira sinapse das aferéncias cardiovasculares, e os nucleos vasomotores do
tegmento ventrolateral do bulbo: o nucleo reticular rostroventrolateral e a regido
caudoventrolateral (SAPER et al., 1976; SWANSON & KUYPERS, 1980; SWANSON &
SAWCHENKO, 1983; ZHENG et al.., 1995; SHAFTON et al., 1998). O PVH também possui
neurdnios que se projetam diretamente a coluna intermediolateral em segmentos toracicos da
medula espinhal, onde se localizam os neurdnios simpaticos pré-ganglionares que inervam
coragdo, vasos ¢ medula da supra-renal (SAPER et al., 1976; SWANSON & SAWCHENKO,
1983; ZHENG et al., 1995; SHAFTON et al., 1998). Esses neuronios localizam-se em toda a
porcdo parvocelular, porém concentram-se principalmente nos subnucleos medial, lateral e
dorsal com aproximadamente 88 % dos neurdnios da por¢do dorsal projetando-se para a
coluna intermediolateral (SWANSON E SAWCHENKO, 1980). Por isso, o PVH caracteriza-
se como um nucleo pré-motor, assim como outras estruturas localizadas principalmente no
tronco cerebral, como a area rostroventrolateral (RVLM), o nlicleo caudal da rafe e o grupo de
células pontinas (DAMPNEY, 1994). Mais recentemente foi demonstrado em ratos, que ha
uma populagdo de neurdnios do PVH que enviam projegdes para a medula espinhal e para o
RVLM, érea essencial para a atividade simpatica reflexa e para a geracao do tono simpatico
(SHAFTON et al., 1998).

Estudos demonstram que um conjunto de informagdes de receptores de baixa e
alta pressdo, bem como de outras aferéncias s3o transmitidas para o PVH, envolvendo
conexoes diretas vindas do NTS (CIRIELLO et al., 1994; REIS et al., 2000); e da regido
caudoventrolateral, especificamente da regido Al (REIS et al., 2000). Portanto, estes
trabalhos sugerem que o PVH poderia receber informagdes sobre o volume circulante e a
pressdo arterial e assim modular estas respostas. Além de receber informacgdes desses
aferentes cardiovasculares, algumas regides do prosencéfalo, que também estdo envolvidas
com regulagdo cardiovascular e com o controle do equilibrio hidroeletrolitico projetam-se ao
PVH (MISELIS, 1981; JOHNSON & LOEWY, 1990; WESTERHAUS & LOEWY, 1999;
TONEY et al., 2003). Dados neuroanatémicos demonstram que o PVH recebe projecdes de
estruturas da lamina terminal como o 6rgao subfornical e 6rgao vasculoso da lamina terminal
(OVLT) (MISELIS, 1981; JOHNSON & LOEWY, 1990; WESTERHAUS & LOEWY, 1999;
TONEY et al., 2003), que sdo estruturas livres de barreira hematoencefélica e ricas em

receptores de ANG II, acetilcolina e osmo/sodio receptores (JOHNSON & LOEWY, 1990).
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Conforme citado anteriormente, o PVH esta envolvido com a regulagao da
atividade simpadtica, visto que a ativagdo do PVH induz aumentos na pressao arterial ¢ na
atividade simpatica (KANNAN et al., 1989; MALPAS & COOTE, 1994; COOTE et al.,
1998), enquanto que sua inibigdo com o agonista gabaérgico muscimol, produz uma queda da
pressdo arterial e da atividade simpatica em animais normotensos ou hipertensos (ZHANG &
PATEL, 1998; ALLEN, 2002). Ademais, a participacdo do PVH na regulacdo da atividade
simpatica e a pressao arterial podem também ser evidenciadas em experimentos onde ocorre
um aumento na atividade simpatica, como por exemplo, durante a privacdo hidrica
(GARDINER & BENNET, 1985), onde a inativacdo deste nucleo com muscimol promove
uma maior reducdo da atividade simpatica e de pressdo arterial comparado com ratos
normohidratados (STOCKER et al., 2004; STOCKER et al., 2005). Outros estudos, como o
desenvolvido por Lopes et al.(1977), empregando a remog¢do de conexdes do PVH também
apdiam a idéia de que este nucleo esteja envolvido com a regulacdo da atividade simpatica.
Neste estudo (LOPES et al.,, 1977) os autores demonstraram que em animais com uma
desconexao hipotaldmica (DH), que ¢ seccionamento de feixes nervosos realizada por meio de
um corte no encéfalo na regido do hipotdlamo com uma microfaca em forma de baioneta,
posicionada caudalmente ao PVH (esquema na figura 1), a retirada de volume menores de
sangue promoveu uma queda semelhante na pressdo arterial em ratos sem DH, os quais
tiveram uma remocdo de sangue quase 2 vezes maior. Estes autores sugerem que os animais
com DH caudal ao PVH tém um comprometimento da atividade simpatica, portanto a
remocao de volumes menores de sangue promoveria a mesma queda de pressao observada em
ratos controles, pois os animais com DH estariam com mecanismos compensatorios da

pressdo arterial (no caso o simpatico) comprometidos.

FIGURA 1: Esquema representativo de um

/ —— corte sagital do encéfalo, mostrando o
e
‘\y \‘x. posicionamento da faca utilizada para

{
y ¢ j desconexdo hipotalamica caudal ao nucleo
Y% M paraventricular do hipotalamo (PVH). HP =

hipotalamo posterior, ca = comissura anterior,

eurdhipdfise "\ AV3V = regido anteroventral do terceiro
ventriculo, VL = ventriculo lateral, 4V =

quarto ventriculo.
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Dados da literatura sugerem que o PVH participa também da regulagdo tonica
da pressao arterial (CAMPOS JR et al., 1998; ZHANG & PATEL, 1998; COLOMBARI et
al., 2002). Campos Jr. et al. (1998), demonstraram que a DH caudal ao PVH (esquema na
figura 1) promovia uma queda significante da pressdo arterial, que se iniciava 10 min apos a
desconexdo e atingia o seu maximo apds 60 min. Este efeito desaparece se a DH ¢ realizada
rostralmente ao PVH, poupando as conexdes deste niicleo com o tronco cerebral e a medula
espinhal. Complementando os estudos de Campos Jr et al. (1998), resultados de
(COLOMBARI et al., 2002), demonstraram que a queda da pressao arterial observada apos a
DH caudal ao PVH ¢ decorrente de uma vasodilatagdo nos membros posteriores e no leito
mesentérico. Devido a associacao entre o PVH e a atividade simpatica como descrito acima, e
também do indicio de que existe uma boa relagdo entre atividade simpatica e condutancia
vascular (BLESSING & WILLOUGHBY, 1987; CRAVO et al., 1991), Colombari et al.
(2002), sugeriram que as alteracdes na condutincia vascular observadas poderiam refletir
alteragdes na atividade simpatica que inerva estes leitos, ou seja, o PVH estaria exercendo
uma atividade tonica excitatoria sobre os leitos dos membros posteriores e mesentérico.

Com relacdo a participagdo do PVH nos reflexos cardiovasculares foi
observado por Olivan et al. (2001), que a resposta pressora ¢ a duracdo da resposta pressora
induzida pela ativagdo do quimiorreflexo com cianeto de potassio (KCN) foram reduzidas em
ratos com lesdo bilateral do PVH, sugerindo que o componente simpatoexcitatério do
quimiorreflexo depende da integridade do PVH. No que diz respeito ao barorreflexo, dados da
literatura tém demonstrado que o PVH tem um efeito inibitorio sobre este reflexo (PATEL &
SCHIMD, 1988; MIFFLIN et al., 1988; CHENG-DEAN et al., 1995), seja por promover
hiperpolarizagdo de neurénios do NTS (MIFFLIN et al., 1988) ou modular a atividade do
simpatico (PATEL & SCHIMD, 1988). Os efeitos da DH caudal ao PVH sobre os reflexos
cardiovasculares ainda ndo foram determinados.

A administragdo intracerebroventricular (ICV) de ANG II, carbacol (agonista
colinérgico) e salina hipertonica, atuando em seus respectivos receptores provavelmente
situados no OVLT, produz aumento da pressdo arterial por aumento da atividade do sistema
nervoso simpatico e/ou secrecdo de vasopressina (HOFFMAN et al, 1977;
HATZINIKOLAOU et al., 1981; MIYAJIMA & BUNAG, 1984). A participacdo do
hipotdlamo na mediacdo destas respostas foi demonstrada por meio de estudos que
empregaram a DH ou lesdo eletrolitica de regides hipotalamicas (BUGGY & JOHNSON,
1977; JOHNSON et al., 1978; BRODY et al., 1978; BEALER, 1982; HARTLE & BRODY,
1982; MENANI et al., 1990; COLOMBARI et al., 1992a; COLOMBARI et al., 1992b).
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Vérios estudos demonstraram que a lesdo eletrolitica da regido anteroventral do terceiro
ventriculo (AV3V), que engloba o OVLT, a por¢ao ventral do nucleo pré-optico mediano e
regides periventriculares (JOHNSON & LOEWY, 1990), promove uma reducdo significante
das respostas pressoras e secrecdo de vasopressina induzidas por carbacol, ANG II e salina
hipertdnica injetadas no ventriculo lateral e em outras areas centrais como o 6rgao subfornical
e a area septal medial, sugerindo um importante papel integrador desta regido hipotalamica
para o aparecimento de respostas pressoras dependentes de aumento da atividade simpatica e
da secregdo de vasopressina (BUGGY & JOHNSON, 1977; JOHNSON et al., 1978; BRODY
et al., 1978; MENANI et al., 1990; COLOMBARI et al., 1992a; COLOMBARI et al., 1992b).
A regido AV3V, por sua vez, projeta-se para areas do SNC envolvidas na regulacao da
atividade simpatica e secre¢do de hormonios como o PVH (WESTERHAUS & LOEWY,
1999). Além de sua projecdo para o PVH, a regido AV3V também se projeta para o ntcleo
supra-optico (CARITHERS et al., 1980), e uma outra via eferente emerge da regido AV3V e
cursa mais lateralmente pelo feixe prosencefalico medial, ou seja, pelo hipotdlamo lateral
(HARTLE & BRODY, 1982). Outros estudos realizando desconexao hipotalamica (DH), por
meio de uma microfaca introduzida no encéfalo, foram também empregados para demonstrar
a participagdo do hipotadlamo e de vias eferentes da regido AV3V na mediacao das respostas
pressoras induzidas pela ANG II, carbacol e salina hipertonica (BEALER, 1982; HARTLE &
BRODY, 1982) A DH situada entre a regido AV3V e o PVH (representagdo na Figura 2),
reduz a resposta pressora induzida pela administracio ICV de ANG II (BEALER, 1982;
HARTLE & BRODY, 1984) e carbacol (HARTLE & BRODY, 1982). Entretanto, existe uma
contradicdo na literatura sobre as vias neurais eferentes da regido AV3V responsaveis pela
resposta pressora da salina hipertonica (BEALER, 1982; HARTLE & BRODY, 1982).
Enquanto Bealer (1982), demonstrou que a DH entre a regido AV3V e o PVH (figura 2) ndo
reduzia a resposta pressora induzida por salina hipertonica ICV, Hartle & Brody (1982),
mostraram uma redu¢do da resposta pressora a salina hipertonica ICV, embora estas
diferengas possam ser decorrentes do tipo de DH, transversal no caso de Bealer e horizontal
no caso de Hartle e Brody. A participacdo de vias neurais caudais ao PVH (conforme
representada na figura 1) na modulagdo das respostas pressoras induzidas por ANG II,

carbacol e salina hipertoncia injetadas ICV ainda permanece por esclarecer.
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FIGURA 2: Esquema representativo de um
corte sagital do encéfalo, mostrando o
posicionamento da faca utilizada para
desconexdo hipotaldmica rostral ao nucleo

paraventricular do hipotalamo (PVH). HP =

VL,
? faca
CA

\ 0 . . . .
ey C_E;VHgHP hipotdlamo posterior, ca = comissura anterior,
B AV3V = regido anteroventral do terceiro

eurohipofise SN
ventriculo, VL = ventriculo lateral, 4V =

quarto ventriculo.
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2. OBJETIVOS

Considerando a importancia do PVH para a regulacdo cardiovascular e
da sua integracao com areas do SNC envolvidas na regulagdo cardiovascular, como a
regido AV3V e os nucleos vasomotores do bulbo, bem como seu papel na secrecdo de
hormonios como a vasopressina, neste estudo nos propusemos a estudar a participacdo
de vias neurais que cursam caudais ao PVH na regulacdo cardiovascular e no equilibrio
hidroeletrolitico por meio de uma desconexao hipotalamica (DH) realizada com uma

microfaca posicionada caudal ao PVH. Mais especificamente nossos objetivos foram:

1. Determinar os efeitos da DH caudal ao PVH sobre o barorreflexo e
quimiorreflexo em ratos acordados;

2. Determinar os efeitos da DH caudal ao PVH sobre a resposta pressora
induzida pela inje¢do no ventriculo lateral de angiotensina II, carbacol e salina
hipertdnica em ratos acordados;

3. Determinar os efeitos da DH caudal ao PVH sobre a excre¢ao urinaria

apods 24 h de privagdo hidrica em ratos acordados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados ratos adultos Holtzman, pesando entre 280 — 320 g,
fornecidos pelo Biotério do campus de Araraquara. Os animais foram mantidos com
agua de torneira e racdo granulada ad libitum em gaiolas individuais. A temperatura

ambiente foi de 23+2 °C, e o ciclo claro/escuro foi definido por luzes acesas das 7:30 as

20:00 h.

3.2 - Cirurgia cerebral

Os animais foram anestesiados com uma mistura anestésica de xilazina
(7mg/kg de peso corporal) e quetamina (80mg/kg de peso corporal) e fixados em um
aparelho estereotdxico para pequenos animais (modelo Kopf 900). A seguir foram

realizadas as cirurgias descritas nos itens a e b.

a) Desconexao hipotaldmica (DH)

Apos o posicionamento da cabeca do animal no estereotaxico, foi feita
uma incisdo longitudinal da pele e corte do tecido subcutaneo. O cranio foi nivelado
entre as estruturas bregma e lambda e uma microfaca em forma de baioneta com 3,0
mm de altura ¢ 2 mm de raio foi utilizada para realizar a DH. As coordenadas
empregadas foram 1,5 mm caudal ao bregma, na linha média. Determinado o ponto de
introducdo da microfaca foi feita a trepanacdo do cranio com o auxilio de uma broca
odontologica. Apoés a introducdo da microfaca no cérebro, até a base do cranio, a
desconexdo foi realizada promovendo-se a rotacdo da microfaca 90° a esquerda e 90° a
direita. Estas coordenadas estereotaxicas promoveram a DH caudal ao PVH (DH-C).

No grupo controle foi realizado a DH ficticia, onde a faca foi introduzida
no cérebro seguindo as mesmas coordenadas estereotaxicas, entretanto ndo foi realizada

a rotacdo da microfaca.
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b) Implante de canulas no ventriculo lateral

Logo apés a desconexdo hipotalamica, com os animais ainda
posicionados no estereotaxico, foi determinado o ponto de introdugdo da canula de aco
inoxidéavel (12 x 0,7 mm d.i.) no ventriculo lateral (VL). As coordenadas utilizadas
foram: 0,5 mm caudal ao bregma, 1,5 mm lateral a linha média e 3,2 mm abaixo da
dura-mater. As canulas foram fixadas na cabe¢a dos ratos com parafusos e resina

acrilica.

3.3 - Injecao de substancias no cérebro

Angiotensina II (50 ng/1 pL) ou carbacol (4 nmol/1 pL), dissolvidos em
salina estéril, e a salina hipertdnica (NaCl 2 M) foram injetados no VL dos ratos
utilizando-se uma seringa Hamilton (10 pL), conectada por um tubo de polietileno PE-
10 a uma agulha injetora, a qual foi introduzida no VL com auxilio de uma canula guia
previamente fixada no VL (item 3.2 b). A canula injetora (0,3 mm d.i.) era 2.0 mm mais
longa do que a canula guia. O volume de injecdo foi de 1 pL para angiotensina II ou

carbacol e de 2 pl para a salina hipertonica.

3.4 - Registro da pressao arterial e da freqiiéncia cardiaca

Canulas (tubos de polietileno PE-10 soldados a tubos de polietileno PE-
50) para o registro da pressao arterial (PA) foram inseridas na aorta abdominal, através
da artéria femoral para o registro da PA, e inseridas na veia femoral para a
administracdo endovenosa de drogas. As canulas para registro da PA foram conectadas
a um transdutor de pressao acoplado a um amplificador (ETH-200 CB SCIENCES INC)
e a um sistema de aquisi¢cdo e analise de dados (PowerLab, ADInstruments). A pressao
arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média (PAM) e a freqiiéncia cardiaca (FC) foram
registradas simultaneamente. A PAM foi calculada a partir do sinal de PAP. A FC foi
calculada como a freqiiéncia instantanea do sinal de PAP. No final da canulagdo da
artéria e veia femorais, as canulas foram exteriorizadas no dorso do animal e suturadas

na pele do dorso do animal.
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3.5 - Coleta e analise bioquimica da urina

Os animais foram acondicionados em gaiolas metabolicas e a urina foi
. . . =+
coletada por gravidade. As amostras de urina foram analisadas em um dosador de Na" e
+ . . ~ + + .
K" (Nova 1, Nova Biomedical). A excre¢do total de Na' e K foi calculada como

~ + + s 1: A
concentracdo de Na e K™ multiplicado pelo volume urindrio.

3.6- Histologia

Ao final dos experimentos, sob anestesia profunda, o coracdo dos
animais foi exposto cirurgicamente e foi realizada primeiramente perfusdo de solugdo
salina isotonica e a seguir de solucdo de formalina a 10%. A seguir, os cérebros foram
retirados e mergulhados no mesmo agente fixador por pelo menos 72h. Posteriormente,
utilizando um micrétomo de congelamento (Leica SM 2000 R) os cérebros foram
inicialmente seccionados em cortes coronais de 50 um até o nivel da area pré-Optica
medial para a andlise da injecdo no VL. A seguir os cérebros foram seccionados em
cortes horizontais para a analise da DH. Todos os cortes obtidos foram corados pela

técnica de Nissl para posterior analise no microscopio optico.

3.7 - Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média = EPM e analisados pelo test ¢ de
Student ou da andlise de variancia de duas vias (ANOVA) associadas ao Student-

Newman-Keuls, conforme o mais apropriado, assumindo-se p < 0,05.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1 - Efeitos da DH caudal ao PVH (DH-C) (1 dia) sobre o barorreflexo e o
quimiorreflexo e sobre as respostas pressoras induzidas pela injecao de
angiotensina II, carbacol e salina hipertonica no ventriculo lateral (VL) de ratos

acordados.

No grupo agudo, no dia anterior ao do experimento foram realizados
seqiiencialmente: 1) cirurgia de DH-C ou DH-Ficticia, 2) implante de canula no VL e 3)
canulacdo da artéria e veia femorais para o registro da PAM e FC e infusao de drogas,
respectivamente. Apds os animais terem sido conectados ao transdutor de pressdo, foi
feito um registro basal de aproximadamente 20 min, a seguir o barorreflexo foi testado
com a inje¢do de dose pressora de fenilefrina (Spg/kg de peso corporal) e dose
hipotensora de nitroprussiato de sodio (30ug/Kg de peso corporal). O quimiorreflexo foi
testado com dose intravenosa de KCN (40pg/0,1 mL/rato). Apos cada teste de reflexo,
foi aguardado um periodo de 10 min. Apds os testes dos reflexos, uma parte dos animais
recebeu injecdo de angiotensina II (ANG II, 50 ng/1 pL) no VL, e ap6s um periodo de
4h, que nos garantia que a PAM havia retornado aos seus niveis basais, foi realizada a
injecdo de carbacol (4 nmol/1uL). Outro grupo de animais, recebeu apos o teste de
reflexos, injecdo no VL de salina hipertonica (NaCl 2 M, 2 pl) no VL. A injecdo de
salina isotonica (NaCl 0,15 M, 1 pL) precedeu a injecdo de substancias no VL, e foi

usada como controle.

4.2 - Efeitos da DH caudal ao PVH (DH-C) (15 dias) sobre o barorreflexo e
quimiorreflexo e sobre a resposta pressora induzida pela injecio de angiotensina
I1, carbacol e salina hipertonica no ventriculo lateral (VL) de ratos acordados.

No grupo cronico, a DH (DH-C ou DH-Ficticia) seguido do implante de
canula no VL, foram realizadas 15 dias antes do experimento. Neste grupo, 14 dias apos
as cirurgias cerebrais, ou seja, 24 h antes do experimento, os animais foram anestesiados
com xilazina e quetamina para a canulagdo da artéria e veia femorais para o registro da
PAM e FC e infusdo de drogas, respectivamente. Os testes de baro e quimiorreflexo,

bem como de inje¢do central de drogas foram testados como descrito no item 4.1.



PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 27

4.3. Efeitos da DH caudal ao PVH (DH-C) sobre ingestao diaria de agua.

No grupo com DH-C cronica utilizado no protocolo de alteragdes
cardiovasculares (item 4.2), a ingestdo diaria de dgua foi medida 3 dias antes da DH e

até 14 dias depois da DH.

4.4. Efeito da DH-C (aguda e cronica) sobre a excreciao urindria apés 24 h de

privacio hidrica em ratos acordados.

Um grupo de animais previamente submetidos apenas a cirurgia de DH
(DH-C e DH-Ficticia) foram privados de agua e colocados imediatamente em gaiolas
metabolicas, onde permaneceram sem agua, mas com livre acesso a ragao por 24 h. A
urina e a quantidade de alimento ingerido foram coletadas durante as 24 h de privagao
hidrica. Os testes de excre¢ao urinaria foram testados nos mesmos animais tanto na fase
aguda (3 — 6 dias) como na fase cronica (14 — 17 dias).

Bealer et al. (Bealer et al., 1984), demonstraram que em animais com
uma DH realizada entre a regido AV3V e o PVH, apresentavam uma significante queda
de peso ao final da segunda semana apos a cirurgia. Para controlarmos esta variavel, os
animais foram pesados trés dias antes da cirurgia, e a cada trés dias, até o 17° dia. Foi
medida também a ingestao diaria de dgua nesses animais 3 dias antes da DH até 17° dia

ap6s a DH.
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5. RESULTADOS

5.1 - Analise Histologica

As figuras 3 e 4 mostram fotomicrografias representativas da DH caudal ao
PVH (DH-C) e da injecdo no VL, respectivamente. A andlise histologica da DH (figura 1)
mostra que esta foi realizada na altura do nucleo dorso-mediano, estendendo-se lateralmente
até o fornix, deixando intacta a maior parte do fasciculo prosencefilico medial (FPM). No
sentido dorsoventral, a DH estendeu-se até a base do encéfalo (ndo esta representada nesta

fotomicrografia).

FIGURA 3: Fotomicrografia de um corte horizontal do prosencéfalo de um rato representativo do
grupo, mostrando a regido atingida pela desconexdo hipotalamica caudal (DH-C) ao PVH. As setas
indicam o local da DH-C. PVH: nucleo paraventricular do hipotalamo; F: fornix; 3° V: terceiro

ventriculo; FPM: feixe prosencefélico medial (aumento de 10X)
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FIGURA 4: Fotomicrografia de um corte coronal do prosencéfalo de um rato representativo do grupo
mostrando o local de inje¢do unilateral no VL (seta). VL: ventriculo lateral, ac: comissura anterior

(aumento de 10X).
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5.2 - Efeitos da DH caudal ao PVH (DH-C) aguda (1 dia) sobre o quimiorreflexo e
barorreflexo e sobre os parametros cardiovasculares basais em ratos acordados.

Como podemos observar na figura 5A, a PAM basal dos animais com DH-C
aguda (118 = 3 mmHg ) ndo foi diferente da PAM basal dos animais com DH-Ficticia (117 +
3 mmHg). Por outro lado, a FC basal nos animais com DH-C aguda (423 + 17 bpm) foi
significantemente maior do que aquela observada nos ratos com DH-Ficticia (346 + 8 bpm),
(figura 5B).

Como pode ser observado na figura 6, a resposta pressora ¢ a bradicardia
reflexa induzidas pela administracdo endovenosa de fenilefrina (Sug/kg) ndo foi diferente
entre os animais com DH-Ficticia (49 £ 8 mmHg e -72 = 19 bpm, respectivamente) e com
DH-C (53 £ 5 mmHg —58 = 10 bpm). Também nao houve diferenca na resposta hipotensora
induzida por nitroprussiato de sodio (30ug/kg) entre os animais com DH-Ficticia: -37 £ 4 ¢
DH-C -41 £+ 3 mmHg), ou na taquicardica reflexa (DH-Ficticia: 95 = 15 vs DH-C 104 £ 16
bpm) (figura 7). Da mesma forma, a administracio de KCN (40pg/rato) promoveu resposta
pressora (DH-Ficticia: 48 + 6 mmHg vs DH-C 38 + 4 mmHg), e bradicardia (DH-Ficticia:

-168 £ 46 bpm vs DH-C -119 £ 27 bpm), equivalentes nos dois grupos de animais, (figura 8).

A figura 9 sumariza os dados sobre a duracdo da resposta pressora induzida
pela ativagdo do quimiorreflexo com KCN e demonstra que o tempo necessdrio para a PAM
retornar a seus niveis basais em ratos que foram submetidos 8 DH-C foi semelhante ao de
animais com DH-Ficticia (DH-Ficticia: 20 + 3 vs DH-C: 17 £ 2 s). A duragdo da resposta
bradicardica induzida pela ativagdo do quimiorreflexo também foi similar nos dois grupos

experimentais (DH-Ficticia: 16 £ 1 vs DH-C: 14 + 2 s), (figura 9).
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FIGURA 5: Pressdo arterial média (PAM, A) e freqiiéncia cardiaca (FC, B) basais em ratos com DH-
C ou DH-Ficticia aguda (1 dia). Os resultados estdo expressos como média = EPM. Entre parénteses

esta indicado o numero de animais. * diferente de DH-Ficticia. Teste ¢ de Student, (p <0,05).
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FIGURA 6: Variagdes da pressdo arterial média (A PAM, A) e freqiiéncia cardiaca (A FC, B)
produzida pela injecdo iv de fenilefrina (Sug/ kg) em ratos com DH-C ou DH-Ficticia aguda (1 dia).
Os resultados estdo expressos como média £ EPM. Entre parénteses estd indicado o numero de

animais.
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FIGURA 7: Variagdes da pressdo arterial média (A PAM, A) e freqiiéncia cardiaca (A FC, B)
produzida pela inje¢do iv de nitroprussiato de sédio (30ug/kg) em ratos com DH-C ou DH-Ficticia
aguda (1 dia). Os resultados estdo expressos como média £+ EPM. Entre parénteses esta indicado o

namero de animais.
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FIGURA 8: Variagdes da pressdo arterial média (A PAM, A) e freqiiéncia cardiaca (A FC, B)
produzida pela injeg@o iv de KCN (40pg/rato) em ratos com DH-C ou DH-Ficticia aguda (1 dia). Os

resultados estdo expressos como média = EPM. Entre parénteses esta indicado o nimero de animais.



RESULTADOS 35

A) [ DH-FICTICIA

771 DH-C
25 (8)
20 - (8)
(2]
= 15 /
<
10 -
5 o
0 7
DH-Ficticia DH-C

B)

18 - (8)
16 1 I
14 1

AT(s)
—3Y)
\s
—
N

©O N M~ O O O

DH-Ficticia

o
T
6

FIGURA 9: Variagoes na duracao (AT) da resposta pressora (A) e bradicardica (B) do quimiorreflexo
em animais com DH-C e DH-Ficticia aguda. Os resultados foram expressos como média + EPM. Entre

parénteses esta indicado o nlimero de animais.
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5.3 - Efeitos da DH caudal ao PVH (DH-C) aguda (1 dia) sobre a resposta pressora
induzida pela injecio de angiotensina II (ANG II) no ventriculo lateral (VL) em ratos
acordados

A resposta pressora induzida pela injecdo de ANG II no VL de ratos DH-C (12
+ 3 mmHg) foi significantemente menor do que aquela observada nos ratos DH-Ficticia (22 +
3 mmHg), [F (1,45)= 4,162; p< 0,05], (figura 10A). A injecdo de ANG II no VL ndo
promoveu alteragdes significantes na FC de ratos DH-C (24 + 9 bpm) ou DH-Ficticia (-2 + 11
bpm), [F (1,42)= 2,788; p> 0,05], ou seja, as respostas na FC ndo foram diferentes entre si,

tampouco diferentes de salina no VL (figura 10B).
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FIGURA 10: Variagdes da PAM (A) e FC (B) produzida pela inje¢do no VL de salina (NaCl 0,15 M,
1 ul) e angiotensina II (ANG II, 50 ng/ul) em ratos com DH-C ou DH-Ficticia aguda (1 dia). Os
resultados estdo expressos como média + EPM. Entre parénteses esta indicado o numero de animais. *

diferente de salina; t diferente de DH-Ficticia + ANG II; (ANOVA de duas vias, p < 0,05).
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5.4 - Efeitos da DH caudal ao PVH (1 dia) sobre a resposta pressora induzida pela
injecao de carbacol no ventriculo lateral (VL) em ratos acordados

A inje¢do de carbacol no VL de ratos DH-Ficticia produziu uma resposta
pressora que foi reduzida nos ratos com DH-C aguda (DH-Ficticia: 32 + 4 vs DH-C: 12 + 3
mmHg), [F (1,46)= 8,291, p< 0,05], (Figura 11A). A bradicardia induzida pela injecao de
carbacol no VL de ratos DH-Ficticia (-28 + 12 bpm) foi bloqueada nos ratos DH-C (3 £ 8
bpm), [F (1,44)= 5,410; p< 0,05], (figura 11B).

A) B)
] salina isotdnica
24 carbacol
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FIGURA 11: Variagdes da PAM (A) e FC (B) produzida pela inje¢do no VL de salina (NaCl 0,15M, 1
pl) e carbacol (4nmol/1pl) em ratos com DH-C ou DH-Ficticia aguda (1 dia). Os resultados estdo

expressos como média + EPM. Entre parénteses estd indicado o numero de animais. *diferente de

salina; t diferente de DH-Ficticia + carbacol. (ANOVA de duas vias, p<0,05).
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5.5 - Efeitos da DH caudal ao PVH (1 dia) sobre a resposta pressora induzida pela
injecdo da salina hipertonica (NaCl 2 M) no ventriculo lateral (VL) em ratos acordados

A inje¢do de salina hipertonica no VL de ratos DH-Ficticia produziu uma
resposta pressora que foi reduzida nos ratos com DH-C (DH-Ficticia: 19 + 4 vs DH-C: 7 + 3
mmHg), [F (1,27)= 8,519, p< 0,05], (figura 12A). Por outro lado, a bradicardia observada
apos a injecdo de salina hipertonica no VL de ratos DH-Ficticia (-32 + 16 bpm), foi bloqueada
nos ratos com DH-C (8 £ 6 bpm), [F (1,27)= 4,220, p< 0,05/, (figura 12B).
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FIGURA 12: Variag¢dao da PAM (A) e FC (B) produzida pela inje¢cdo no VL de salina isotonica (NaCl
0,15M, 1 pl) e salina hipertoénica (NaCl 2 M, 2 ul) em ratos com DH-C ou DH-Ficticia aguda (1 dia).
Os resultados estdo expressos como média + EPM. Entre parénteses estd indicado o nimero de

animais. *diferente de salina; t diferente de DH-Ficticia + salina hipertonica. (ANOVA de duas vias, p

<0,05).
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5.6 - Efeitos da DH caudal ao PVH (15dias) sobre o quimiorreflexo e barorreflexo em

ratos acordados.

A PAM e a FC basais dos animais com DH-C cronica (122 + 2 mmHg e 366 +
10 bpm, respectivamente) ndo foi diferente da PAM e a FC basais dos animais com DH-
Ficticia (119 + 3 mmHg e 386 + 10 bpm), (figura 13).

Como pode ser observado na figura 14, a resposta pressora e a bradicardia
reflexa induzidas pela administragdo endovenosa de fenilefrina (Sug/kg) ndo foi diferente
entre os ratos com DH-Ficticia (56 £ 5 mmHg e -65 + 14 bpm, respectivamente) ¢ DH-C (51
+ 4 mmHg e -90 = 15 bpm). Também ndo houve diferenga entre os grupos na resposta
hipotensora (DH-Ficticia: -40 = 3 vs DH-C -37 + 4 mmHg) e na taquicardia reflexa (DH-
Ficticia: 116 £ 17 vs DH-C 131 = 8 bpm) induzida por nitroprussiato de sédio (30ug/kg),
(figura 15). Da mesma forma, a resposta pressora (DH-Ficticia: 58 £ 9 mmHg vs DH-C 46 +
3 mmHg), assim como a bradicardia (DH-Fciticia: -165 = 38 bpm vs DH-C -179 £ 24 bpm)
induzida pelo KCN (40ug/0,1 mL/rato) ndo foram significantemente diferentes entre os dois

grupos de animais, (figura 16).

A figura 17 sumariza os dados sobre a duracdo da resposta pressora induzida
pela ativagdo do quimiorreflexo com KCN e demonstra que o tempo necessario para a PAM
retornar a seus niveis basais em ratos que foram submetidos a DH-C cronica foi
significativamente menor do que em animais com DH-Ficticia (DH-Ficticia: 28 + 3 vs DH-C:
18 + 2 s). A duragdo da resposta bradicardica induzida pela ativacao do quimiorreflexo foi
semelhante nos dois grupos experimentais (DH-Ficticia: 18 + 2 vs DH-C: 15 £+ 2 s), (figura
17).
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FIGURA 13: Pressdo arterial média (PAM, A) e freqiiéncia cardicaca (FC, B) basais em ratos com
DH-C ou DH-Ficticia cronica (15 dias). Os resultados estdo expressos como média £+ EPM. Entre

parénteses esta indicado o nimero de animais.
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FIGURA 14: Variacdes da pressdo arterial média (PAM, A) e freqiiéncia cardicaca (FC, B) produzida
pela inje¢do iv de fenilefrina (Spg/ Kg) em ratos com DH-C ou DH-Ficticia crénica (15 dias). Os

resultados estdo expressos como média + EPM. Entre parénteses esta indicado o nimero de animais.
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FIGURA 15: Varia¢des da pressdo arterial média (PAM, A) e freqiiéncia cardicaca (FC, B) produzida
pela injecdo iv de nitroprussiato de sodio (30pg/ Kg) em ratos com DH-C ou DH-Ficticia cronica (15
dias). Os resultados estdo expressos como média = EPM. Entre parénteses esta indicado o nimero de

animais.
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FIGURA 16: Variacoes da Pressao arterial média (PAM, A) e freqiiéncia cardicaca (FC, B) produzida
pela injecdo iv de KCN (40pg/rato) em ratos com DH-C ou DH-Ficticia crénica (15 dias). Os

resultados estdo expressos como média = EPM. Entre parénteses esta indicado o nimero de animais.
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FIGURA 17: Variagdes na duragdo (AT) da resposta pressora (A) e bradicardica (B) do
quimiorreflexo em animais com DH-C e DH-Ficticia cronica. Os resultados foram expressos como
média + EPM. Entre parénteses esta indicado o niimero de animais. *diferente de DH-Ficticia. Teste T

de Student (p<0,05).
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5.6 - Efeitos da DH caudal ao PVH (15 dias) sobre a resposta pressora induzida pela
injeciao de angiotensina II no ventriculo lateral (VL) em ratos acordados

A inje¢do de ANG II no VL de ratos DH-Ficticia produziu uma resposta
pressora que foi reduzida nos ratos com DH-C crénica (DH-Ficticia: 21 = 1 vs 12 £ 3 mmHg),
[F (1,30)= 55,572; p< 0,05], (Figura 18A). Entretanto, ndo houve diferenca entre as
alteragdes na FC induzidas pela ANG II nos ratos com DH-Ficticia ou DH-C (DH-Ficticia 25
+ 19 vs DH-C: 13 = 15 bpm), /F (1,30)= 0,0218; p> 0,05], bem como estas respostas nao

foram diferentes das observadas apos salina no VL (figura 18B).
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FIGURA 18: Variagdes da PAM (A) e FC (B) produzida pela inje¢do no VL de salina isotonica (NaCl
0,15 M, 1 pl) e angiotensina II (ANG II, 50 ng/ul ) em ratos com DH-C ou DH-Ficticia cronica (15
dias). Os resultados estdo expressos como média = EPM. Entre parénteses esta indicado o nimero de

animais. * diferente de salina; t diferente de DH-Ficticia + ANG II; (ANOVA de duas vias, p < 0,05).
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5.7 - Efeitos da DH caudal ao PVH (15 dias) sobre a resposta pressora induzida pela
injecao de carbacol no ventriculo lateral (VL) em ratos acordados

A inje¢do de carbacol no VL de ratos DH-Ficticia produziu uma resposta
pressora que foi reduzida nos ratos com DH-C crénica (DH-Ficticia: 35 + 3 vs 21 = 3 mmHg),
[F (1,28)= 11,395, p< 0,05], (figura 19A). A injecdo de carbacol ndo promoveu alteragoes
significantes na FC dos ratos DH-Ficticia ou DH-C (DH-Ficticia -27 + 12 vs DH-C: -7 £ 10
bpm), [F (1,28)= 1,784, p> 0,05], (figura 19B).
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FIGURA 19: Variagoes da PAM (A) e FC (B) produzida pela inje¢do no VL de salina isotonica (NaCl
0,15 M, 1 pl) e carbacol (4nmol/ul) em ratos com DH-C ou DH-Ficticia cronica (15 dias). Os
resultados estdo expressos como média + EPM. Entre parénteses esta indicado o numero de animais. *
diferente de salina; t diferente de DH-Ficticia + carbacol; (ANOVA de duas vias, p < 0,05).

5.8 - Efeitos da DH caudal ao PVH (15 dias) sobre a resposta pressora induzida pela injecdo de salina
hipertonica no ventriculo lateral (VL) em ratos acordados

A injecdo de salina hipertonica (NaCl 2 M) no VL de ratos DH-Ficticia

produziu resposta pressora que foi reduzida nos ratos com DH-C cronica (DH-Fciticia: 34 + 4
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vs 21 £ 2 mmHg), [F (1,28)= 11,371; p<0,05], (figura 20A). Nao houve alteragdes
significantes na FC apo6s a injecdo de salina hipertonica no VL de ratos DH-Ficticia ou DH-C

(DH-Fciticia: 4 £ 9 vs DH-C: 11 + 14 bpm), [F (1,28)= 0,306, p> 0,05], (figura 20B).
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FIGURA 20: Variagdoes da PAM (A) e FC (B) produzida pela injegao no VL de salina isotonica (NaCl
0,15 M, 1 pl) e salina hipertdnica (NaCl 2 M, 2 ul) em ratos com DH-C ou DH-Ficticia cronica (15
dias). Os resultados estdo expressos como média = EPM. Entre parénteses esta indicado o nimero de

animais. *diferente de salina; t diferente de DH-Ficticia + salina hipertonica. (ANOVA de duas vias, p

<0,05).
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5.9. Ingestao diaria de agua nos animais com DH caudal ao PVH (DH-C) cronica

Conforme descrito nos protocolos experimentais, no grupo com DH-C cronica
utilizado no protocolo de alteragdes cardiovasculares, a ingestdo diaria de dgua foi medida 3
dias antes da DH e até 14 dias depois da DH. Observamos que os ratos com DH-C
apresentaram um aumento na ingestdo diaria de 4gua maior que o seu proprio basal (dia -2),
[F(15, 236) = 2,5; p <0,01] e maior que o grupo DH-Ficiticia a partir do 6° dia apés a DH-C
[F(1, 236) = 35,26, p <0,001], (figura 21). No grupo DH-Ficticia ndo houve alteracdo na

ingestdo diaria de agua.

—(O~ DH-Ficticia (N=7)
-@- DH-C (N=10)
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FIGURA 21: Ingestao diaria de 4gua nos animais submetidos a DH-C ou a DH-Ficticia cronica. A
DH foi realizada no dia 0 (seta). * diferente do basal (dia -2), t diferente de DH-Ficticia (ANOVA de

duas vias, seguida de Student-Newman-Keuls, p < 0,05).
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5.10 - Efeitos da DH caudal ao PVH (aguda) sobre a ingestio de alimento e a excrecio
urinaria apos 24 h de privacgao hidrica em ratos acordados.

Os ratos com DH-ficticia ou DH-C aguda ingeriram quantidades equivalentes
de alimento durante as 24 h de privacdo hidrica (DH-Ficticia: 18 £ 5 vs. DH-C: 11 + 6 g/24 h),
(figura 22). Com relagdo a excrecao urindria, os resultados mostram que animais com DH-C
ou DH-Ficticia que foram privados, ndo tiveram diferenca significativa nos volumes urinarios
(DH-Ficticia: 7 £ 1 vs. DH-C: 14 + 3 ml/24 h, figura 23C) e excrecao de sodio (DH-Ficticia:
1356 + 254 vs. DH-C: 1178 + 330 pEq Na'/24h, figura 23A). Porém, na excrecio de potassio,
os animais que foram submetidos a DH-C excretaram significantemente mais potassio quando
comparados a animais com DH-Ficticia (DH-Ficticia: 682 + 87 vs. DH-C: 1178 + 248 pEq
K'/60 min, figura 23B).
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FIGURA 22: Variagdes da ingestdo de alimento (g/24 h) em ratos com DH-C e DH-Ficticia aguda

submetidos a 24 h de privag@o hidrica. Os resultados foram expressos como média + EPM. Entre

parénteses estad indicado o nlimero de animais.



RESULTADOS 51

A)

] DH-Ficticia
74 DH-C

1600 1 '|'
1400 1

1200
1000

?
7
: %

200 1
0

Excregdo de Na* (uEq/ 24 h)

8

DH-Ficticia

18 - (8)
16 1
14 1
12 1
10 {

(8)

Z

1800 - (8)
1600
1400

Volume urinario (mL/24 h)

\\

o N M O O

DH-Ficticia DH-

(¢)

1200
1000

)
| %

200 -

Excregédo de K* (uEq/ 24 h)

DH-Ficticia DH-C

FIGURA 23: Variacdes de excrecdo urinaria de sodio (LEq/24 h) (A), excrecao urinaria de potassio
(uEg/24 h) (B) e volume urinario (mL/24 h) (C) em ratos com DH-C e DH-Ficticia (aguda)
submetidos a 24 h de privagdo hidrica. Os resultados foram expressos como média = EPM. Entre

parénteses esta indicado o numero de animais. * diferente de DH-Ficticia (teste ¢ de Student; p < 0,05).
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5.11 - Efeitos da DH caudal ao PVH (cronica) sobre a ingestao de alimento e a excrecido
urinaria apos 24 h de privacio hidrica em ratos acordados.

Cronicamente observamos que a ingestdo de alimento foi menor em ratos com
DH-C comparados com os ratos com DH-Ficticia (DH-Ficticia: 13 £ 2 vs. DH-C: 4 £ 1 g/24
h), (figura 24). Com relagdo a excre¢do urinaria, os animais com DH-C crénica submetidos a
24 h de privagdo hidrica tiveram um maior volume urinério, quando comparados a animais
com DH-Ficticia (DH-Ficticia: 9 + 0,4 vs. DH-C: 19 £ 2 ml/24 h, figura 25C). A excrecdo de
sodio nos ratos com DH-C foi semelhante aos ratos com DH-Ficticia (DH-Ficticia: 1707 £
121 vs. DH-C: 1780 + 240 pEq Na'/24 h, figura 25A), mas os animais desconectados tiveram
uma maior excre¢do de potdssio comparada aos ratos com DH-Ficticia (DH-Ficticia: 787 £ 75

vs. DH-C: 1480 + 281 uEq K'/24 h, figura 25B).
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FIGURA 24: Variagdes na ingestao de alimento (g/24 h) nos ratos com DH-C e DH-Ficticia (cronica)
submetidos a privagdo hidrica. Os resultados foram expressos como média = EPM. Entre parénteses

esta indicado o numero de animais. * diferente de DH-Ficticia (teste ¢ de Student; p < 0,05).
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FIGURA 25: Variagdes de excrecao urinaria de sodio (uEq/24 h) (A), excregdo urinaria de
potassio (LEg/24 h) (B) e volume urinario (mL/24 h) (C) em ratos com DH-C e DH-Ficticia
(cronica) submetidos a 24 h de privagdo hidrica. Os resultados foram expressos como média +
EPM. Entre parénteses esta indicado o nimero de animais. * diferente de DH-Ficticia (teste ¢ de

Student; p < 0,05).
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5.12-. Peso dos animais com DH-C cronica

Os animais com DH-C tiveram uma perda de peso significativa entre o 6°
e 0 9° dia apo6s a cirurgia, quando comparados a animais com DH-Ficticia [F(1,98) =
7,823; p < 0,05]. A partir do 12° dia pode-se observar que os animais com DH-C

tiveram um ganho de peso semelhante aos ratos com DH-ficticia (figura 26).

—O~ DH-ficticia (n= 8)
—@- DH-C (n=8)
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FIGURA 26: Variagdo de peso corporal (A peso) dos animais submetidos a DH-C ou a DH-
Ficticia cronica. A DH foi realizada no dia 0 (seta). * diferente do dia 0; t diferente de DH-

Ficticia; (p<0,05).
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5.13. Ingestao diaria de Agua nos animais com DH-C crénica

Observamos também neste grupo experimental que os animais com DH-

C tiveram uma ingestdo didria de 4gua maior do que os animais DH-Ficticia. a partir do

8° dia [F(1,238) = 24,945; p < 0,05], bem como maior do que o seu basal [F(16,238) =

3,582, p < 0,05], (figura 27). No grupo DH-Ficticia ndo houve alteracao na ingestao

diaria de agua.
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FIGURA 27: Ingestdo diaria de 4gua nos animais submetidos 8 DH-C ou a DH-Ficticia cronica.

A DH foi realizada no dia 0 (seta). * diferente do basal (dia -2); t diferente de DH-Ficticia

(p<0,001).
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6. DISCUSSAO

Os resultados demonstram que a DH caudal ao PVH (DH-C), aguda e
cronica, reduz significantemente a resposta pressora induzida pela ativagdo colinérgica e
angiotensinérgica centrais, assim como pela ativacdo de osmo/sédio receptores centrais
por meio de salina hipertonica administrada no VL de ratos. No grupo DH-Ficticia
aguda, a injecdo de carbacol e salina hipertonica promoveram bradicardia, que foi
bloqueada nos ratos DH-C. ANG II injetada no VL de ratos DH-C ou DH-Fictica aguda,
ndo promoveu alteragdes significantes na FC. Cronicamente, ndo observamos qualquer
alteracdo na FC de ratos DH-Fictica ou DH-C. A PAM basal ndo foi diferente entre os
animais DH-Fictica ou DH-C, na fase aguda ou cronica. J& a FC basal, foi
significantemente maior nos ratos com DH-C aguda comparada aos ratos com DH-
Ficticia aguda. Na fase cronica da DH-C, os valores basais de FC foram equivalentes
aos animais DH-Ficticia. A DH-C aguda ou cronica ndo altera o pico das respostas
reflexas do baro e quimiorreflexo, mas nos ratos com DH-C cronica, houve uma
reducdo da duragdo da resposta pressora do quimiorreflexo.

Os animais DH-C tiveram polidipsia apés o 6° - 8° dia da DH que
perdurou até o ultimo dia analisado. O peso dos animais com DH-C foi
significantemente menor do que o dos animais com DH-Ficiticia nos primeiros 10 dias
de DH. Apos este periodo, o ganho de peso dos animais com DH-C foi equivalente ao
dos ratos com DH-ficticia. Nos experimentos com privacao hidrica, observamos que
agudamente e cronicamente a excre¢cdo de potassio foi potencializada nos ratos com
DH-C. Cronicamente, entretanto, a diurese dos ratos com DH-C submetidos a privagao
hidrica também foi significantemente maior. A excrecdo de sodio observada apos a
privacdo hidrica ndo foi diferente entre os grupos experimentais aguda ou cronicamente.

A analise histoldgica da nossa DH mostra que esta foi realizada na altura
do nucleo dorsomedial do hipotdlamo, extendendo-se lateralmente até o fornix,
deixando intacta a maior parte do fasciculo prosencefalico medial (FPM). No sentido
dorsoventral, nossa DH, estendeu-se até a base do encéfalo.

Dados da literatura tém demonstrado que a circuitaria essencial para o
controle reflexo da pressao arterial esta situado no bulbo e envolve o nucleo do trato
solitario, o ntcleo ambiguo e o bulbo caudo e rostroventrolateral (LOEWY, 1993;
CIRIELLO et al., 1994; COLOMBARI et al., 2001; MACHADO, 2001). Apds a
primeira sinapse no nucleo do trato solitario, as informacdes dos barorreceptores e

quimiorreceptores podem alcangar as areas bulbares que controlam as projegdes
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autonOmicas para o sistema cardiovascular (LOEWY, 1993; CIRIELLO et al., 1994;
COLOMBARI et al, 2001; MACHADO, 2001). Em adigdo, os sinais de
barorreceptores e quimiorreceptores podem ascender ao hipotalamo, incluindo o PVH,
apds a primeira sinapse no nucleo do trato solitario (RICARDO & KOH, 1978;
JOHNSON & LOEWY, 1990; KAWANO & MASUKO, 1996).

A participacdo do hipotadlamo ou de feixes hipotaldmicos na modulacao
do barorreflexo tem sido demonstrada (PATEL & SCHIMD, 1988; MIFFLIN et al.,
1988; MAKINO et al., 1990). Por exemplo, estudos de Makino et al. (1990),
demonstraram que a DH, que secciona o FPM na altura do corpo mamilar, portanto uma
DH mais posterior que a nossa, promove um aumento nas respostas bradicardica e
taquicardica induzidas respectivamente, por aumentos e quedas da pressdo arterial. Os
dados obtidos por estes autores sugerem que fibras (ascendentes ou descendentes) que
trafegam pelo FPM t€ém um papel inibitorio sobre o barorreflexo. Por outro lado, os
dados obtidos com o presente trabalho demonstram que a DH caudal ao PVH, mas em
uma regido anterior a desconexdo realizada por Makino et al. (1990), ndo modificou o
barorreflexo, tanto na fase aguda como na fase cronica da DH-C.

Estudos de Patel & Schmid (1988), que trabalharam diretamente com o
PVH, observaram que a diminuicao reflexa na atividade simpatica lombar que ocorre
por um aumento da pressdo arterial € potencializada apds a inativacdo do PVH com
lidocaina (2%, 200 mL), no entanto a bradicardia reflexa ndo foi alterada nestes
animais. Estes dados indicam que altera¢des na atividade nervosa simpatica vascular e
na FC em resposta a ativacdo dos barorreceptores podem ser moduladas
diferencialmente pelo PVH. No presente trabalho o barorreflexo foi avaliado apenas
pela resposta reflexa na FC, ou seja, o componente parassimpatoexcitatorio frente a
alteracdes na PAM. Nao sabemos, por exemplo, se nos nossos animais com DH-C a
atividade simpatica para os vasos estava alterada frente a alteragcdes na PAM, ou seja, o
componente simpatoinibitorio. Sabemos que, a semelhanga do trabalho de Patel &
Schmid (1988), a bradicardia reflexa ndo foi alterada. Outro aspecto interessante em
relacdo a participagdo de areas prosencefalicas na regulacdo do barorreflexo ¢ que a
lesdo eletrolitica da regido AV3V, situada mais rostralmente em relagdo ao PVH,
também nao altera o barorreflexo (VIEIRA et al., 2004). Desta forma, ¢ possivel que as
vias neurais que regulam as alteracdes reflexas na FC cursem caudais ao PVH, talvez no
nivel do hipotadlamo posterior e que cursem por um caminho que dependa da por¢ao

mais posterior do FPM. Ademais, nossos ratos com DH-C nao tiveram danificado o
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FPM, isto também poderia explicar por que os nossos animais nao tém alteracdo reflexa
na FC frente as altera¢des de pressao arterial.

O PVH parece estar envolvido com a resposta pressora do
quimiorreflexo, haja vista que a resposta pressora e a duracdo da resposta pressora
induzida pela ativacao do quimiorreflexo com KCN foram reduzidas em ratos com lesao
eletrolitica bilateral ou inativacdao do PVH (OLIVAN et al., 2001; REDDY et al., 2005).
Segundo Olivan et al. (2001), o mecanismo pelo qual a lesdo do PVH reduz a resposta
pressora do quimiorreflexo poderia ser devido a uma redu¢do da atividade simpatica
e/ou uma reducao da secre¢do de vasopressina. De fato, dados recentes de Reddy et al.
(2005) demonstraram que o aumento da atividade simpatica que ocorria em ratos
anestesiados apods a inje¢do de KCN foi significantemente reduzido em ratos com
inativacdo do PVH por lidocaina ou muscimol. Em nossos animais com DH-C, ao
contrario que esperavamos, ndo houve alteracdo no pico da resposta pressora, tanto na
fase aguda como cronica. E possivel que as vias neurais (aferentes e eferentes) que sdo
importantes para o componente simpatoexcitatorio do quimiorreflexo sejam poupadas
pela DH-C realizada no presente trabalho.

Olivan et al. (2001), demonstraram que a duragdo da resposta pressora
induzida pela ativacdo do quimiorreflexo também estava reduzida, sugerindo que um
componente hormonal regulado pelo PVH, a vasopressina, também estivesse envolvido
com esta resposta pressora. Nossos resultados demonstraram que pelo menos
cronicamente a duragdo da resposta pressora do quimiorreflexo foi menor nos animais
com DH-C quando comparado a DH-Ficticia. Isto pode nos sugerir a reducdo da
duracdo da resposta pressora esteja associada a uma alteragdo na secre¢do de
vasopressina, uma vez que tanto a lesdo eletrolitica feita por Olivan et al. (2001), quanto
o corte realizado na porc¢ao caudal ao PVH, pode desconectar vias descendentes do PVH
a neurohipofise. Entretanto, mais recentemente, foi demonstrado que a resposta pressora
do quimiorreflexo ¢ inteiramente devido a ativacdo simpatica, excluindo qualquer
participagdo da vasopressina (FERNANDES et al., 2005). Portanto, a alteracdo que
houve na duracdo da resposta pressora do quimiorreflexo nos nossos animais com DH-
C, bem como nos ratos de Olivan et al (2001) com lesdao do PVH nao deve ser devido a
uma redu¢do da secrecdo de vasopressina. Nao houve diferenca na duracdo da resposta
bradicérdica, induzida pelo KCN, nos ratos com DH-C aguda ou crénica. E possivel que

a auséncia de qualquer alteragdo na FC induzida pela ativagdo do PVH seja por que a
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bradicardia induzida pela estimulagdo do quimiorreflexo dependa apenas de éareas
bulbares (MACHADO, 2001).

A resposta pressora induzida pela administragdo de ANG II, carbacol e
salina hipertonica no VL de ratos ¢ decorrente de aumento da atividade do sistema
nervoso simpatico e/ou secrecdo de vasopressina (HOFFMAN et al, 1977;
HATZINIKOLAOU et al., 1981; MIYAJIMA & BUNAG, 1984). A injecdo dessas
substancias no VL induz a expressdo da proteina FOS (proteina marcadora de ativagao
neuronal) na ldmina terminal, no PVH e no nucleo supra-optico (ROWLAND et al.,
1994; XU et al., 2001; KATO et al., 2004). As areas que compde a lamina terminal
(6rgao subfornical, nticleo predptico mediano, OVLT) se projetam ao PVH (JOHNSON
& LOEWY, 1990). O PVH, contém neurdnios secretores de vasopressina e neurdnios
que se projetam a areas bulbares que regulam a atividade simpatica, como o RVLM, ou
a neurOnios pré-glanglionares simpaticos da medula espinhal (SWANSON &
SAWCHENKO, 1980; LUITEN et al., 1985; RANSON et al., 1998). Um interessante
estudo funcional, mostrando a importancia do PVH na regulagdo da atividade simpatica
foi demonstrado por Stocker et al. (2004; 2005), onde esses autores observaram que em
ratos submetidos a 48 h de privagdo hidrica (situacdo onde ocorre um aumento da
osmolaridade plasmatica e dos niveis plasmaticos de ANG II) a inativagdo com
muscimol dos neurénios do PVH causava nestes animais uma maior queda da atividade
simpatica comparada a observada nos ratos normo-hidratados.

A DH utilizada no presente trabalho remove as proje¢des caudais ao
PVH, que incluem a maior parte daquelas que se projetam as areas bulbares e medula
espinhal (possivelmente uma projecdo do PVH que cursa dorso-lateralmente ao PVH ¢
poupada, esquemas em (LUITEN et al., 1985; RANSON et al., 1998)). Portanto, ¢ licito
supor que a redugdo da resposta pressora nos ratos DH-C frente a inje¢dao central de
ANG II, carbacol e salina hipertonica seja, em parte, devido a uma redugao da atividade
simpatica. Refor¢ando a idéia de que eferentes do PVH sdo importantes para a ativagao
da atividade simpatica, Colombari et al. (2002), demonstraram que uma DH caudal ao
PVH promovia 30 min apds a desconexdo, uma queda acentuada da pressdo arterial,
com uma grande vasodilatagdo dos membros posteriores, possivelmente devido a uma
retirada do tonus simpdatico. Também, como esta DH se estende ventralmente até a base
do encéfalo, ocorre igualmente uma remocao das projecdes do PVH a neurohipéfise, o

que poderia reduzir a secre¢ao de vasopressina induzida pelas substancias acima citadas
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injetadas no VL, ou seja, a redugdo da resposta pressora induzida por essas substancias
também pode ter sido decorrente de uma reducdo da secrecao de vasopressina.

Estudos anteriores demonstraram que em animais com DH rostral ao
PVH (entre a regido AV3V e o PVH) a resposta pressora induzida pela ANG II ou
carbacol injetada no VL estava reduzida (BEALER, 1982; HARTLE & BRODY, 1982;
KAWABE et al., 1995), entretanto, dependendo do tipo de corte da faca no encéfalo,
horizontal ou transversal, a resposta pressora induzida pela salina hipertonica também
injetada no VL de ratos foi respectivamente reduzida (HARTLE & BRODY, 1982) ou
ndo foi alterada (BEALER, 1982). Como essas duas DH realizadas por Bealer (1982), e
Hartle & Brody (1982), foram realizadas no mesmo nivel antero-posterior, ¢ possivel
que as vias neurais responsaveis pela resposta pressora da salina hipertonica ICV
cursem dorsal a DH realizada por Bealer et al (1982). Nossos resultados mostram que
no nivel mais caudal, ou seja, caudal ao PVH, a via neural ativada pela salina
hipertonica que nao foi desconectada nos estudos de Bealer (1982), mas foi por Hartle
& Brody (1982), foi prejudicada pela presente desconexdo, mostrando que as vias
neurais ativadas pela salina hipertonica injetada ICV dependem da integridade da regido
desconectada no presente estudo.

E interessante notar que as respostas pressoras dessas substincias
injetadas centralmente ndo foram completamente bloqueadas, mas sim reduzidas. Isto
pode nos sugerir que outras areas que também sdo ativadas por essas substincias
quando injetadas no VL, ndo dependem das vias neurais interrompidas pela DH-C. Por
exemplo, sabe-se que uma DH rostral ao PVH, que remova a maior parte do FPM,
promove um bloqueio da resposta pressora induzida pela ANG II no VL, enquanto que
uma DH rostral ao PVH, mas que poupe o FPM, promove uma redugao (e nao bloqueio)
da resposta pressora a ANG II injetada no VL (BEALER, 1982; KAWABE et al.,
1995). Além disso, A DH realizada por Kawabe et al (1995), também secciona o feixe
do nucleo supra-optico com a neurohipofise, promovendo um total bloqueio da secre¢do
de vasopressina. Portanto, ¢ possivel que a DH realizada por Kawabe et al (1995),
remova todas as eferéncias das regides anteriores para a secre¢do de vasopressina bem
como para a ativacao do sistema nervoso simpatico. J& a nossa DH, remove parte das
vias neurais responsaveis pela secrecdo de vasopressina (o feixe do ntcleo supra-optico
para a neurohipofise parece estar intacto), deixa o FPM intacto e ainda pode ser que

uma das vias neurais eferentes, as que cursam dorso-lateralmente ao PVH, segundo
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dados neuroanatémicos (LUITEN et al., 1985; RANSON et al., 1998), ainda estejam
parcialmente intactas.

Enquanto que o efeito na PAM das substancias injetadas centralmente foi
muito consistente, na FC esses efeitos foram muito variaveis. No grupo agudo, por
exemplo, observamos que o carbacol e a salina hipertonica promoveram bradicardia,
provavelmente de origem reflexa. Isto porque na presen¢a da DH-C, onde houve uma
grande reducdo da resposta pressora, houve um bloqueio da resposta bradicardica.
Cronicamente nos animais em que foram injetados ANG II, carbacol e salina
hipertdnica nao observamos alteracdes na FC nos ratos DH-Ficticia ou nos ratos DH-C.
Nao sabemos por que houve essa grande variabilidade na FC.

Os animais com DH-C nao tiveram nenhuma alteragdo na PAM basal
comparado a ratos com DH-Ficticia ao PVH, tanto na fase aguda como na fase cronica
da DH. Com relagdo a FC basal, observamos que na fase aguda da DH-C (1 dia) houve
uma taquicardia, ou seja a FC basal estava significantemente maior do que a do grupo
DH-Fictica. Um aumento da FC basal apds a uma DH rostral ou caudal ao PVH ja foi
anteriormente verificada (BEALER, 1986; COLOMBARI et al., 2002). Uma vez que
independente da DH ser rostral ou caudal ao PVH, haja o aparecimento de taquicardia,
nos sugere que as vias neurais responsaveis pelo controle tonico inibitorio da FC estao
situadas rostralmente ao PVH. Provavelmente, estas projecdes sdo oriundas da regido
AV3V, que uma vez lesada promove taquicardia nos animais (MENANI et al., 1988;
COLOMBARI & CRAVO, 1999). Na fase cronica da DH-C, contudo, a FC basal nao
foi diferente do grupo com DH-Ficticia, sugerindo que houve plasticidade neural, ou
seja, outras areas do sistema nervoso central compensaram de alguma maneira este
aumento de FC, aumentando o tonus inibitorio sobre a FC.

Sabendo-se que a DH-C poderia estar comprometendo a secre¢ao de
vasopressina induzida por ANG II, carbacol e salina hipertonica, realizamos
experimentos de excre¢do renal em ratos com DH-C submetidos a privag¢do hidrica,
onde indiretamente avaliamos a capacidade dos ratos com DH-C em secretar este
hormonio. Segundo nossa hipdtese, se os animais com DH-C tivessem a secre¢do de
vasopressina normal, o volume urindrio excretado destes animais frente a privacgao
hidrica teria que ser equivalente ao grupo DH-Ficticia. Nossos resultados mostram que
animais com DH-C cronica submetidos a privagdo hidrica de 24 h, excreta um volume
de urina maior do que os ratos com DH-Ficticia, o que € sugestivo de que nesta fase da

DH os animais nao estejam secretando vasopressina adequadamente, por isso € que tem
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um maior volume urindrio frente a privagdo hidrica. Interessante, que embora em ratos
com DH-C aguda submetidos a privagdo hidrica, haja uma tendéncia do volume urinario
ser maior, ndo ha diferenga estatistica, o que nos leva a sugerir que fase aguda da DH-C
ndo existe uma grande alteracdo da secrecdo de vasopressina frente a privagao hidrica.
Outra possibilidade ¢ de que os ratos com DH-C na fase aguda tenham niveis basais
aumentados de vasopressina. Foi observado por Bealer et al (1983), que ratos com DH
aguda (2 dias), realizada entre a regido AV3V e o PVH os niveis plasmaticos basais de
vasopressina eram maiores do que os ratos com DH-Ficticia. Em um estudo posterior,
Carithers & Bealer (1985), verificaram que este tipo de DH, promovia uma maior
liberacdo de vasopressina da neurohipofise, talvez por essa DH ter desconectado
também fibras eferentes inibitorias da regido do OVLT para a neurohipdfise, conforme
descritos em outros estudos (JOHNSON et al., 1978). Pode ser que 0os nossos animais
com DH-C aguda, estejam com niveis basais de vasopressina ligeiramente aumentados
por essa via inibitoria do OVLT para a neurohipofise ter sido desconectada. Uma outra
possibilidade ¢ de que vias ascendentes catecolaminérgicas oriundas da regido Al
(bulbo caudo ventrolateral) e da regido A2 (nucleo do trato solitario) que se projetam
para o PVH (BLESSING et al., 1982B; TUCKER et al., 1987; WOULFE et al., 1988) ¢
sdo inibitorias para a secrecao de vasopressina (BLESSING et al., 1982A; SVED et al.,
1985; SMITH et al., 1995) também tenham sido desconectadas pela nossa DH-C.
Seguindo esta hipotese, os ratos com DH-C aguda por terem niveis ja mais altos de
vasopressina, ndo tiveram um maior aumento no seu volume urinario comparado aos
ratos com DH-ficticia. Entretanto, ap6és 7 dias, os estoques de vasopressina na
neurohipéfise oriundos do PVH podem ter se esgotado, como demonstrado por outros
estudos (CARITHERS & BEALER, 1985), e por isso, os animais apresentem
cronicamente um déficit de secrecdo de vasopressina e conseqlientemente um maior
volume urinario frente a privagao hidrica.

Considerando que os dados de excregdo renal sdo sugestivos de que os
ratos com DH-C crdnica tém uma menor secrecdo de vasopressina, entdo de fato essa
menor secrecdo de vasopressina pode ser um dos mecanismos responsaveis pela menor
resposta pressora induzida pela injecao ICV de ANG II, carbacol e salinha hipertonica.
Entretanto, nossos dados de excrecdo renal sugerem que nos ratos com DH-C aguda os
niveis basais de vasopressina estejam proximos aos normais. Porém, mesmo que
durante a DH-C aguda os niveis basais de vasopressina estejam normais, € possivel que

a secrecdo de vasopressina induzida pela injecao ICV de ANG II, carbacol e salina
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hipertonica esteja comprometida, pois a via neural para a secre¢do de vasopressina do
PVH a neurohipofise foi desconectada. O comprometimento desta via neural faria com
que ndo houvesse a secrecao de vasopressina induzida por essas substancias, com isso a
resposta pressora destas substancias nos ratos com DH-C aguda seria menor do que a do
grupo DH-Ficticia. Além disso, como a secrecdo de vasopressina parece estar mais
comprometida cronicamente, isto também poderia explicar porque apenas ratos com
DH-C cronica tém uma redugdo da duracdo da resposta pressora do quimiorreflexo que
parece ser dependente da secre¢do de vasopressina (OLIVAN et al., 2001).

Dados recentes demonstraram que a privacao hidrica de 48 h em ratos
acordados ndo promovia alteragdes significantes da atividade simpdtica renal basal,
enquanto que a atividade simpdtica lombar basal estava significantemente elevada
(SCROGIN et al., 1999; SCROGIN et al., 2002), sugerindo que, mesmo que a atividade
simpatica renal ndo estivesse diminuida (como era de se esperar), pelo fato dela ndo
estar aumentada, isto seria um fator essencial para que continuasse a ocorrer natriurese
durante a privag¢do hidrica, em adicdo a um aumento de niveis plasmaticos de fatores
natriuréticos, como a ocitocina, nesta situacdo (HUANG et al., 1996). Posteriormente,
foi observado que em ratos submetidos a privagao hidrica de 48 h, mas ndo a de 24 h, a
injecdo de muscimol no PVH de ratos anestesiados promoveu uma maior queda da
atividade simpatica renal e lombar comparada a observada nos ratos normo-hidratados.
(STOCKER et al., 2004; STOCKER et al., 2005). Estes dados sugerem que 48 h, mas
ndo 24 h, apo6s a privagdo hidrica em ratos anestesiados, o aumento da osmolaridade
plasmatica e/ou dos niveis plasmaticos de ANG II promovia um aumento da atividade
simpatica renal por ativar os neurdnios do PVH (STOCKER et al., 2004; STOCKER et
al., 2005). Coletivamente estes estudos sugerem que 24 h ap6s a privagao hidrica ndo ha
alteragdo na atividade simpatica renal e na atividade dos neurdnios do PVH (SCROGIN
et al.,, 1999; SCROGIN et al., 2002; STOCKER et al., 2004; STOCKER et al., 2005).
Portanto, ndo ¢ surpreendente que os nossos ratos com uma desconexdo caudal ao PVH
submetidos a privagdo hidrica de 24 h ndo tiveram uma excre¢do de sddio diferente dos
ratos com DH-Ficticia tanto na fase aguda como cronica da DH-C, sugerindo que pelo
menos em 24 h de privacdo hidrica a retirada de eferentes do PVH nao esteja
interferindo com a excrec¢ao urinaria de sodio.

Com relagdo ao potéssio, aguda e cronicamente os animais com DH-C
tiveram uma maior excre¢do de potdssio durante a privagdo hidrica. Pelo menos

cronicamente, onde ha uma maior excrecdo de volume urinario, este maior volume
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poderia promover um aumento na excre¢ao de potassio como demonstrado por alguns
estudos (KHURI et al., 1975). Agudamente, se de fato os animais neste momento ainda
tiverem niveis basais mais altos de vasopressina, este hormonio por sua vez promove
um aumento da excre¢ao de potassio (FIELD et al., 1984).

Os ratos com DH-C crénica tiveram um aumento na ingestao diaria de
agua, ou seja, polidipsia a partir do 6° - 8° dia apds a DH-C. Esta polidipsia pode ser
devido a uma deficiéncia dos ratos com DH-C em secretar vasopressina,
conseqiientemente, ocorre uma grande diurese, e a polidpsia seria secundaria a este
aumento de volume urinario. Agudamente, talvez pelo fato dos niveis basais de
vasopressina ainda nao estarem baixos, os animais ndao tém poliuria e
conseqlientemente, ndo tem polidipsia. Porém, outros mecanismos também podem ser
responsaveis pelo aumento na ingestdo diaria de 4gua, como por exemplo, um aumento
da osmolaridade plasmatica. Dados da literatura demonstraram que a DH rostral ao
PVH (e caudal a regido AV3V), promove uma polidipsia ja no 2° dia ap6s esta DH, que
provavelmente ocorreu devido a uma maior osmolaridade plasméatica nestes animais
(BEALER et al., 1983; BEALER et al., 1984), uma vez que nesses animais os niveis
plasmaticos de vasopressina estavam na verdade elevados. Kawabe et al (1993),
também realizando uma DH entre a regido AV3V e o PVH, mas utilizando uma faca
com um maior raio, também relataram polidipsia, mas como os animais ndo foram
capazes de secretar vasopressina frente a uma privagdo hidrica, devido a desconexdo da
regido AV3V com o nucleo supra-dptico e com o PVH, ¢ possivel que nestes animais a
polidipsia tenha sido também conseqiiéncia de uma poliuria. Como ndo medimos a
osmolaridade plasmatica, ndo podemos afirmar se os nossos animais tém uma polidipsia
devido a um aumento da osmolaridade plasmatica. Por outro lado, como eles sdo
capazes de excretar quantidades equivalentes de sodio frente a privacdo hidrica, ¢
possivel que o mecanismo de excrecao de sodio desses animais esteja funcionando
corretamente e, portanto, seus niveis osmolares estejam iguais aos dos ratos com DH-
ficticia.

Cronicamente, os ratos com DH-C ingeriram menos alimentos do que os
ratos com DH-Ficticia. Dados semelhantes aos nossos foram observados por outros
estudos Kawabe et al. (1993). Esses autores ainda mediram a ingestdo didria de
alimento e viram que eram igual ao dos animais controles, ou seja, apenas durante a
privagdo hidrica é que os ratos ingeriam menos alimentos (KAWABE et al., 1993).

Durante uma situacdo de privagdo hidrica, mas com livre acesso aos alimentos, a
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osmolaridade plasmatica sobe muito mais do que se ndo houver alimento (BEALER et
al., 1983). Portanto, poderiamos supor que o animal com DH estaria ingerindo menos
alimento para nao sofrer um processo maior de desidratagdo celular.

Portanto, em conjunto, nossos resultados demonstram que as respostas
pressoras induzidas pelas inje¢des centrais de ANG II, carbacol e salina hipertonica,
mas ndo o baro e quimiorreflexo, dependem de vias neurais interrompidas pela DH-C.
Possivelmente a menor resposta pressora as injegdes centrais dessas substancias em
ratos DH-C seja decorrente de uma menor ativagdo do sistema nervoso simpatico e/ou
secre¢do de vasopressina. E possivel também que a menor secregdo de vasopressina nos

ratos DH-C seja responsavel pela polidipsia observada nestes animais.
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DH-Ficticia = desconexao hipotalamica ficticia

FC = freqiiéncia cardiaca

KCN = cianeto de potassio

PAM = pressao arterial média

PAP = pressao arterial pulsatil

PVH = nucleo paraventricular do hipotdlamo

FPM = feixe prosencefalico medial

OVLT = 6rgao vasculoso da lamina terminal
RVLM = regido rostroventrolateral do bulbo

SNC = sistema nervoso central

VL = ventriculo lateral



RESUMO

RESUMO

Diversos estudos anatomicos e funcionais tém demonstrado que o nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVH) constitui um centro de integragdo neuroenddcrina. O
PVH esté intimamente relacionado com a regulacdo da atividade simpatica e com a secregao
de vasopressina. A injecdo intracerebroventricular de angiotensina II, carbacol e salina
hipertonica promovem um aumento da pressdo arterial devido a ativagdo do simpético e/ou
secrecao de vasopressina. Ademais, foi demonstrado que a desconex@o hipotaladmica (DH)
caudal ao PVH, realizada por meio de um corte no encéfalo na regido do hipotdlamo com uma
microfaca em forma de baioneta, promoveu uma reducao da pressao arterial basal sugerindo
que as fibras interrompidas por esta DH, provavelmente oriundas do PVH, fariam parte da
circuitaria neural responsavel pela manutencdo tdnica da pressdo arterial. Portanto, os
objetivos do nosso trabalho foram determinar em ratos ndo anestesiados os efeitos da DH
caudal ao PVH (DH-C) sobre: a) a resposta pressora induzida pela injegdo
intracerebroventricular de angiotensina II (ANG II), carbacol e salina hipertonica (NaCl 2 M),
b) o barorreflexo e quimiorreflexo; ¢) a excre¢ao urinaria apos 24 h de privacao hidrica.

Ratos Holtzman (280-320 g) foram submetidos a DH-ficticia ou a DH-C aguda (1 dia)
ou crdnica (15 dias) que foram realizadas utilizando uma microfaca em forma de baioneta. A
microfaca (raio = 2mm, altura = 3mm), adaptada no estereotaxico, foi posicionada 1,5 mm
caudal ao bregma que foi introduzida no cérebro até a superficie interna do esfendide e
submetida a movimentos giratorios de 90° a esquerda e 90° a direita. Para a DH-ficticia nao
se realizou a rotacdo da microfaca. Apdés a DH, foi implantada uma canula no ventriculo
lateral (VL). Apos a canula no VL (grupo agudo) ou 14 dias ap6s a DH (grupo cronico) foram
inseridos cateteres na veia e artéria femoral para o registro da pressao arterial e infusdao de
drogas, respectivamente.

Animais submetidos a DH-C aguda ndo tiveram altera¢do na pressao arterial média
(PAM) basal, mas tiveram aumentos na freqiiéncia cardiaca (FC) basal (423 + 17 bpm)
comparada com a FC basal dos ratos com DH-Ficticia (346 = 8 bpm). A DH-C cronica ndo
alterou os valores basais de PAM e FC. O barorreflexo também nao foi alterado pela DH-C
aguda ou cronica. Com relagdo ao quimiorreflexo, embora o pico de resposta pressora e
bradicardia induzidos pela ativagao do quimiorreflexo ndo tenham sido alterados pela DH-C
aguda ou cronica, a duragdo da resposta pressora foi reduzida nos ratos com DH-C crénica
(18+2 s) comparada com a observada nos ratos com DH-ficticia (28+3 s). A resposta pressora

induzida pela injecdo intracerebroventricular (ICV) de salina hipertdnica foi reduzida pela
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DH-C aguda ou cronica (743 e 21+2 mmHg vs. DH-Ficticia : 19+4 e¢ 36+5 mmHg,
respectivamente). A DH-C aguda e cronica também reduziu a resposta pressora induzida pela
injecdo icv de carbacol (1243 e 2143 mmHg vs. DH-Ficticia: 3244 e 35+4 mmHg,
respectivamente) e ANG II (12+£3 e 12+2 mmHg vs. DH-Ficticia: 2312 e 22+2 mmHg,
respectivamente). Nos experimentos com privagdo hidrica, observamos uma maior excre¢ao
de potassio em ratos com DH-C aguda (DH-C: 12784248 nEq/24h vs DH-Ficticia: 682+87
uEq/24h) ou cronica (DH-C: 1480+281 pEq/24h vs DH-Ficticia: 787+75 pEq/24h),
respectivamente. Nos ratos com DH-C cronica o volume urinario excretado em 24 h de
privacao hidrica foi maior do que aquele observado nos ratos com DH-Ficticia (DH-C: 19+2
ml vs DH-Ficticia: 9+0,4 ml), enquanto que o volume urinério excretado em 24 h de privacao
hidrica nos ratos com DH-C aguda ndo foi diferente dos ratos com DH-Ficticia. A excre¢do
de sodio observada apds a privacao hidrica ndo foi diferente entre os grupos experimentais
aguda ou cronicamente. Os animais com DH-C tiveram polidipsia a partir do 6° - 8° dia da
DH-C, a qual perdurou até o Gltimo dia analisado (14 ou 17° dia).

Nossos resultados demonstram que as respostas pressoras induzidas pelas injecdes
centrais de ANG II, carbacol e salina hipertonica, mas ndo o baro e quimiorreflexo, dependem
de vias neurais interrompidas pela DH-C. Possivelmente a menor resposta pressora as
injegdes centrais dessas substancias em ratos DH-C seja decorrente de uma menor ativagao do
sistema nervoso simpético e/ou secrecio de vasopressina. E possivel também que a menor
secrecdo de vasopressina nos ratos DH-C seja responsavel pela polidipsia observada nestes

animais.
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Several anatomical and functional studies have demonstrated that the paraventricular
nucleus of the hypothalamus (PVN) constitutes a neuroendocrine center. The PVN is
intimately related to the regulation of the sympathetic nerve activity and vasopressin
secretion. Intracerebroventricular injections of angiotensin II (ANG II), carbachol and
hypertonic saline induce an increase in arterial pressure by sympathetic activation and/or
vasopressin secretion. Furthermore, it was demonstrated that hypothalamic disconnection
(HD) caudal to PVN, performed by way of a knife-cut into the hypothalamus using a
microknife of bayonet shape, produced a decrease in basal arterial pressure, suggesting that
the fibers interrupted by this HD, probably from PVN, are part of a neural circuitry
responsible for tonic maintenance of the arterial pressure. Therefore, the aims of this study
were to determine, in conscious rats, the effects of HD caudal to PVN (HD-C) on: a) the
pressor response induced by intracerebroventricular injection of ANG II, carbachol and
hypertonic saline, b) on the baroreflex and chemoreflex, ¢) on urinary excretion after 24 h of
water deprivation.

Male Holtzman rats (280-320 g) were submitted to sham-HD or acute (1 day) or
chronic (15 days) HD caudal to PVN (HD-C) performed with a microknife of bayonet shape
(radius = 1 mm, height = 2 mm) stereotaxically placed, positioned 1.5 mm caudal to the
bregma, lowered along the midline down to the inner surface of the sphenoid and the cut as
achieved by rotating it 90° left e 90° right. In sham-HD no rotation was performed. After the
HD, a cannula was implanted into the lateral ventricle. Femoral vein and arterial catheters
were introduced after the surgery to implant the cannula into LV (acute group) or 14 days
after HD (chronic group).

Rats submitted to acute HD-C did not have changes in basal mean arterial pressure
(MAP), but had an increase in basal heart rate (HR), (423 + 17 bpm) compared to sham HD
rats (346 + 8 bpm). Chronic HD did not change basal levels of MAP or HR. Baroreflex was
also not changed by acute or chronic HD-C. In regard to chemoreflex, although the peak of
the pressor and the bradycardic response to chemoreflex activation were not changed by acute
or chronic HD-C, the duration of the pressor response was reduced in rats submitted to
chronic HD-C (1842 s) compared to sham-HD (2843 s). The pressor response induced by
intracerebroventricular (icv) injection of hypertonic saline was reduced by acute or chronic
HD-C (7£3 and 21+£2 mmHg vs. sham-HD: 1944 and 36+5 mmHg, respectively). The acute

or chronic HD-C also reduced the pressor response induced by icv injection of carbachol
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(12£3 and 21+£3 mmHg vs. sham-HD: 32+4 and 3544 mmHg, respectively) and ANG II
(1243 and 12+2 mmHg vs. sham-HD: 2342 and 22+2 mmHg, respectively). In the 24 h water
deprivation experiments, we observed a higher potassium excretion in rats with acute HD-C
(DH-C: 1278+248 pEq/24 h vs sham-HD: 682+87 pnEq/24 h) or chronic (DH-C: 1480+281
nEq/24 h vs sham-HD: 787+75 pEq/24 h), respectively. In chronic HD-C rats the urine
volume excreted in 24 h of water deprivation was greater than the one observed in sham-HD
rats (DH-C: 1942 ml vs sham-HD: 94+0,4 ml), while the urinary volume excreted in 24 h of
water deprivation in rats submitted to acute HD-C were not different from sham-HD rats. HD-
C animals had polidipsia from the 6 — gm day after the HD-C, which was maintained until
the last day of the experiment (14 or 17" day).

These results suggest that the pressor responses induced by central injections of ANG
II, carbachol and hypertonic saline, but not the baro and chemoreflex, depend on the neural
pathways injured by HD-C. It is possible that the lesser pressor responses induced by central
injections of these substances in HD-C rats are due to a lesser activation of sympathetic
activity and/or vasopressin secretion. It is also possible that the lesser vasopressin secretion in

HD-C rats is responsible for the polidipsia observed in these animals.
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