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SANTOS TAFB. Efeito da lesao eletrolitica do érgao subfornicial sobre os padrdes
cardiovasculares e salivatorios em ratos [Tese de doutorado]. Taubaté: Universidade
de Taubaté, Departamento de Odontologia, 2009. 65p.

RESUMO

Hipotese do estudo: O presente trabalho foi desenvolvido a partir da hip6tese de
que existe relacdo entre o 6rgao subfornicial de ratos (OSF) e o fluxo, conteludo
protéico e eletrolitico da saliva, pressao arterial e frequéncia cardiaca. Proposicao:
Objetivo deste estudo foi investigar a possivel relacdo entre o érgao subfornicial
(OSF) e o fluxo, conteudo proteico e eletrolitico da saliva, pressdo arterial e
frequéncia cardiaca em ratos. Metodologia: Para o desenvolvimento do estudo,
foram utilizados vinte ratos machos adultos da raca Wistar (Rattus norvegicus var.
albinus), pesando entre duzentos e cinquenta e trezentas gramas por meio de
experimentacdo progressiva da fase 0 (Fy) até a fase Ill (Fy); Os vinte animais
passaram pela estimulagao salivar (Fo e F|), depois pela canulacao do OSF- “ lesao
ficticia” (F,) e posteriormente pela lesdo eletrolitica (Fy), Com a lesdo no OSF,
permitiu averiguar a participacdo dos corpos celulares e fibras de passagem
presentes na regiao reguladora da secrecao salivar, fluxo salivar, conteudo proteico
e eletrolitico da saliva e as alteracdes nos padroes cardiovasculares. Para efetivacao
da lesdo no OSF,(Fy;) um eletrodo de aco inoxidavel com 0.5mm de diametro de
ponta, sem isolamento, foi introduzido na area do OSF pela canula previamente
posicionada na (Fy). No quinto dia do periodo pés-operatério, o fluxo salivar foi
estimulado com uso da pilocarpina injetada intraperitonealmente (IP) em todas as
fases e os animais da (F|) usados como referéncia em relacdo aos lesionados
ficticios e eletroliticos considerados Fase Ill. Em todas as fases do experimento,
determinou-se o0 conteudo protéico e eletrolitico da saliva, e os padrdes
cardiovasculares e presséricos. Resultados: Os resultados foram apresentados
como média e erro padrdo médio. Para avaliacdo da interagcdo entre fatores
(lesdo/droga/efeito) foi utilizada o teste de Newman post-hoc (p<0,05). Foi
evidenciada relacdo da lesdo do OSF (F;) com os padrées cardiovasculares,
demonstrando efeito hipertensor da pilocarpina (F;) (32t6mmHg) em relacao a (Fy)
(9£4mmHg), aumento da Frequéncia Cardiaca (Fo e Fj) (310+£18bpm) e reducao
significativa da FC em (Fy) (233£23bpm) (p<0,05) Com relacdo ao Fluxo salivar
houve reducédo em (Fy) em relacdo a (F; e Fy) (1771 17mg/7min), (501+24mg/7min)
respectivamente. Conclusdes: O OSF esta intimamente relacionado com as
alteracdes do fluxo salivar, secrecédo, conteudo protéico e eletrolitico da saliva e
alteracdes cardiovasculares em ratos.

Palavras-chave: Lesdao OSF; Pilocarpina; Fluxo salivar; Componentes da saliva;
Frequéncia cardiaca; Pressao arterial.



SANTOS TAFB. Effect of the electrolyte injury of the subfornical agency on the
Cardiovascular and Salivary Standards in Rats [Tese de doutorado]. Universidade de
Taubaté, Departamento de Odontologia, 2009. 65p.

ABSTRACT

Hypothesis of the study: Hypothesis of the study: The present work was developed
from the hypothesis that exists a relation enters the subfornical agency of rats (OSF)
and the flow, protein and electrolyte content of the saliva, blood pressure and heart
rate. Proposition: Objective of this study was to investigate the possible relation
between the subfornical agency (OSF) and the flow, content protein and electrolyte
of the saliva, blood pressure and heart rate in rats.Methodology: For the
development of the study, (20) twenty adult male rats of the race Wistar (Rattus
norvegicus var. albinus), weighing between two hundred and fifty and three hundred
grams by means of gradual experimentation of phase 0 (F0) until the Il phase (FllI);
The twenty animals had passed for the salivary stimulation (FO and Fl), later for the
cannulation of the OSF- “fictitious injury” (FIl) and later for the electrolyte injury (FIII),
With the injury in the OSF, allowed to inquire the participation of the cellular bodies
and staple fibres present in the regulatory region of the salivary secretion , salivary
flow , protein and electrolyte content of the saliva and the changes in the
cardiovascular standards. For efficacy of the injury in the OSF, (FIIl) a stainless steel
electrode with 0.5mm of tip diameter, without isolation, was introduced in the area of
the OSF for the cannula previously located in (Fll). In the fifth day of the
postoperative period, the salivary flow was stimulated with use of the pilocarpine
injected intraperitoneally (IP) in all the phases and the animals of (FI) used ones as
reference in relation to the fictitious and electrolyte injured ones considered Phase lll.
At all stages of the experiment, we determined the protein and electrolyte content of
saliva, and blood pressure patterns and cardiovascular. Results: The results had
been presented as average and error average standard. For evaluation of the
interaction between factors (injury/drug/effect) the test of Newman was used post-
hoc (p< 0,05). Was evidenced relation of injury of OSF (FIIl) with cardiovascular
standards , demonstrating effect hypertensive of pilocarpine (FIl) (32 (6mmHg) in
relation to (FIll) (9 (4mmHg), increase of Heart Rate(FO and Fll) (310 (18bpm) and
significant reduction of the FC in (FIll) (233 (23bpm) (p< 0,05) With regard to the
salivary flow had reduction in (FIIl) in relation to (FI and FII) (177 (17mg/7min), (501
(24mg/7min) respectively.Conclusions: The OSF is closely related to changes in
salivary flow, secretion, protein and electrolyte content of saliva and cardiovascular
changes in rats.

keywords: Lesion OSF; Pilocarpine; Salivary flow; Saliva components; Heart rate;
Blood pressure.
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1 INTRODUCAO

A saliva é um fluido aquoso e transparente, secretado pelas glandulas
salivares diretamente na cavidade oral e de fundamental importancia no
desempenho de diversas atividades funcionais como digestdao, degluticao,
mastigacdo e fala. Adicionalmente, tem acdo na remineralizagdo dos dentes,
tamponamento do pH e higiene bucal. Ainda, sua atuagdo na termorregulacéo e a
ingestdo de sbédio como atividades comportamentais, foi relatada por Flynn et
al.(1981), Matsuo & Yamamoto (1989), Jensen et al.(1991), Ferguson (1993) e
Freitas et al. (1994).

Dentre os constituintes da saliva, a fluidez é produzida por estimulacao
parassimpatica e o componente proteico liberado em resposta a estimulacao
simpatica. A secrecao salivar € estimulada principalmente pelo sistema nervoso
autdbnomo e seu fluxo pode sofrer alteracbes como consequéncia do uso de drogas
diversas, principalmente antidepressivos, antipsicéticos, atropinas, bloqueadores dos
canais de calcio e anti-histaminicos (Scully, 2003; Kopittke et al., 2005).

A reducao do fluxo salivar, provoca sensagao de desconforto, com frequente
sensacao de sede e dificuldade na mastigacao, degluticao e fala. Como a saliva
exerce papel na protecdo das estruturas dentais, promovendo a limpeza e mantendo
a capacidade de solucdo tampao, o tecido dental fica menos susceptivel a carie
(Puy, 2006). A inexisténcia da pelicula salivar entre a tunica mucosa e a base das
préteses total e removivel, dificulta o uso das mesmas e favorece o aparecimento de
infecgdes e lesbes nas tunicas mucosas, fissura e atrofia das papilas filiformes no

dorso da lingua (Neville & Dam, 2004).
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A xerostomia ou secura da boca & um problema clinico sério e que atinge
milhdes de pessoas (Fox et al.,, 1985). Pode estar associada com o tratamento
radioterapico na regido da cabeca e pescoco, com 0 uso de uma variedade de
medicamentos e constitui a manifestagcao importante da sindrome de Sjogren. Assim
pacientes com xerostomia total ou parcial exibem sinais e sintomas que incluem
boca seca, ardéncia da mucosa bucal, dificuldade de degluticdo, reducdo da
precisdo gustativa, dificuldade de articular as palavras, infecgdes da mucosa oral,
maior incidéncia de carie dental, periodontopatias, dificuldade de uso de prétese
total e sialodenite bacteriana (Ferguson, 1993; Wiseman & Faulds, 1995).

A pilocarpina, uma droga que induz a producao de saliva, € uma substancia
colinérgica agonista, extraida de uma planta popularmente conhecida como
jaborandi (Pilocarpus jaborandi). Age principalmente em receptores muscarinicos e
apresenta efeito estimulatério nos receptores M1 dos ganglios autbnomos. A
ativacao dos receptores colinérgicos M1 das glandulas salivares é responsavel pela
grande secrecdo de saliva enquanto a estimulacdo do géanglio cervical simpatico
superior resulta em ativacdo dos receptores glandulares adrenérgicos beta e da
secrecao proteica (Takakura et al., 2003; Gotrick et al., 2004; Sato et al., 2006).

O 6rgao subfornicial (OSF) é um orgao localizado no diencéfalo, sendo um
dos 6rgaos dos nucleos septais e estruturas pertinentes, emitindo axénios para
diversos nucleos hipotalamicos, situado logo abaixo do férnice. Os seus neurdnios
possuem receptores para a angiotensina |l, produto final de uma cadeia de
hormbénios de origem renal que dentre varias agdes causa sede e sinaliza a
necessidade de ingestao e retencdo de agua; os ax6nios do OSF terminam em

nucleos hipotalamicos reguladores da homeostasia hidrica do organismo.
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O OSF é importante por se tratar de uma area que atua no controle da
osmolaridade e da secrecao de ADH, localizada ao longo da regiao antero-ventral do
terceiro ventriculo, chamado de regiao AV3V. O OSF localiza-se na parte superior
desta regido, enquanto que, na parte inferior, ha uma outra estrutura, chamada de
orgao vascular da lamina terminal. Tanto o OSF quanto o 6rgao vascular da lamina
terminal tém suprimentos vasculares que nao apresentam a tipica barreira
hematoencefalica presente em outras regides do cérebro, que impede a difusdo da
maioria dos ions do sangue para dentro do tecido cerebral. Isto torna possivel que
os ions e outros solutos atravessem do sangue para o liquido intersticial nesta
regiao. Desta forma, os osmoceptores respondem rapidamente a alteracbes da
osmolaridade do liquido extracelular, exercendo um controle poderoso sobre a
secrecao de ADH e a sede (Guyton & Hall, 1996).

Partindo do conhecimento de que o OSF participa da homeostase dos fluidos
corporais (Mangiapane & Simpson, 1980; Lind & Johnson, 1982; Thunhorst et al.,
1990; Yang et al., 1996). Este trabalho teve como objetivo investigar a possivel
relacao entre a lesédo eletrolitica do OSF de ratos, produzida logo abaixo do corpo
caloso, o fluxo salivar, conteudo proteico e eletrolitico da saliva, pressao arterial e

frequéncia cardiaca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1IMPORTANCIA DA SALIVA

A saliva esta relacionada com diversas atividades funcionais como digestao,
degluticao, mastigacéo e fala e desempenha papel fundamental na remineralizacéao
dos dentes, tamponamento do pH e higiene bucal, além de atuar na termorregulacéao
e em atividades comportamentais como a ingestao de sdédio (Flynn et al., 1981;
Matsuo & Yamamoto, 1989; Jensen et al., 1991; Ferguson, 1993; Freitas et al.,
1994).

A saliva é composta por 99% de agua e 1% de componentes organicos e
inorganicos. Os principais componentes inorganicos sao: sédio, potassio, cloreto de
célcio, fosfato e bicarbonato. Todos eles contribuem para a plena capacidade
funcional da saliva. O calcio e o potassio sdao de grande importancia para a
remineralizacdo da superficie dos dentes ap6s a acao do acido. O bicarbonato e os
componentes organicos contribuem para a capacidade tampéao da saliva (Guyton &
Hall, 1996). Chezzi et al. (2000), demonstraram que 45% de variacao na taxa de
fluxo salivar é considerada normal enquanto que valores abaixo de 45% podem ser
definidos como hipofungao salivar.

Outra importante funcado da saliva é a redugdao da atividade redox (forma
combinada indicando um sistema ou reacdo de oxidagao-reducdo) causada pela
transicao dos ions metdlicos, fator correlacionado ao seu conteudo protéico (Nagler

et al., 1997).
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2.2 XEROSTOMIA

Neville & Dam (2004) descreveram a xerostomia como uma sensagao de
secura na boca e a definiram como consequéncia de patologias como aplasia
glandular, perda de agua e metabdlitos — hemorragia, vomito e diarréia, doencas e
condicoes sistémicas como a sindrome de Sjégren, diabetes melito, diabetes
insipido, sarcoidose, infeccdo por HIV e doencas psicogénicas. Também pode
ocorrer como efeito colateral do uso de medicamentos anti-histaminicos,
descongestionantes nasais, antidepressivos, antipsicéticos, anti-hipertensivos e
anticolinérgicos. Pode ser um efeito colateral do tratamento radioterapico na regiao
de cabeca e pescoco ou decorrente de fatores locais como dificuldade na degluticao,
tabagismo e ou respiracdo bucal. A xerostomia dificulta a mastigacao, a degluticéo,
causa sensacgao de ardéncia na tunica mucosa oral e favorece o desenvolvimento da
candidose devido a reducéo da limpeza e da atividade antimicrobiana. Além disso,
seus portadores tém maior propensao a carie dental, especialmente as cervicais e
radiculares.

A mais severa forma de disfuncédo salivar resulta da lesdo e da perda das
células acinares salivares que ocorre, quase sempre, em consequéncia do
tratamento radioterapico na regidao de cabeca e pescoco. Os efeitos da xerostomia
incluem atonia fisica geral e, devido a dificuldade de articulacdo das palavras, o
afastamento social do paciente, provocando severos disturbios psicolégicos.

Desta forma a xerostomia total ou parcial leva o paciente a um quadro de
repetidas infeccdes na cavidade oral, dificuldade na fala, maior propensao as céries

dentais, faringite, laringite, rinite seca e traqueobronquites, voz bitonal, tosse seca,
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dificuldade de degluticdo, perda de apetite, aquilia (auséncia de pepsina e de acido
cloridrico no suco gastrico), dificuldade no uso de préteses totais ou parciais
removiveis, piorando a sindrome de Sjégren.

A percepgdo e o diagnéstico da disfuncdo das glandulas salivares é
clinicamente relevante considerando a importancia das mesmas para as atividades
fisiologicas da cavidade oral, faringe e a parte superior do trato gastrintestinal. Os
sintomas da xerostomia como alteracdo do paladar, dificuldade de mastigacdo e
degluticao, frequentemente fazem com que seus portadores restrinjam a ingestao de
alimentos (Hughes et al., 1987). A significante consequéncia da disfuncao salivar na
cavidade oral é a grande incidéncia de caries, requerendo extenso tratamento
restaurador ou ainda provocando a perda dos elementos dentais. Desta forma, a
qualidade de vida é afetada pelos sintomas da secura da boca, seja devido a
dificuldade de degustar os alimentos ou ao desconforto com os frequentes
tratamentos dentarios.

Puy (2006) relatou as fun¢des da saliva na manutencdo da saude oral e no
diagnéstico de certas patologias, e as principais causas da reducdo da secrecao
salivar. Segundo o autor, estudos relataram que a hipossalivagao provoca sensacao
de boca seca, dificuldade de degluticdo e fala, sensagdo de sede frequente com
consequente necessidade de ingestdo de &gua, dificuldade na mastigacdo de
alimentos secos e no uso de préteses totais ou parciais removiveis, dor e irritacao da
tunica mucosa oral, propenséao a infecgao por Candida, fissuras no dorso da lingua e
quelite angular. O autor relatou também que diminuicdo do fluxo salivar pode ser
fisiolégica e variavel de acordo com a idade, quantidade de dentes na boca e

periodo do dia, ou patoldégica e, neste caso, como consequéncia do uso de
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medicamentos, principalmente os antidepressivos, antipsicoticos e anti-hipertensivos
ou do tratamento radioterapico na regiao de cabeca e do pescoco.

Abollahi & Radfar (2008) afirmaram que varios medicamentos podem causar
xerostomia, principalmente aqueles com acao anticolinérgica, simpatomimética ou
diurética. Segundo os autores, a saliva exerce importante funcao na mastigacao, no
inicio da digestdao e na lubrificacdo do bolo alimentar, além de proteger a tunica
mucosa oral e as superficies dentais devido a capacidade antimicrobiana
consequente da sua composicao quimica que inclui mucinas, histatinas, lisoenzimas,
lactoferrina e anticorpo IgAs. Os autores abordaram as consequéncias da reducao
salivar e verificaram que as mais comuns S&0 a maior propensao ao
desenvolvimento de caries e as infeccdes fungicas. Como tratamento da xerostomia,
sugeriram a administragéo de pilocarpina.

Uma das formas de amenizar o desconforto provocado pela reducdo da
secrecao salivar é com o uso de drogas sialogogas. A pilocarpina tem sido usada
durante o ultimo século como o melhor agente sialogogo entre todos os outros

agentes colinérgicos (Ferguson, 1993).

2.3 SECRECAO E FLUXO SALIVAR

Myoshi (2008), em estudo sobre a semiologia das glandulas salivares,
apresentou uma técnica de estimulacdo mastigatéria para avaliagdo do fluxo salivar.
A referida técnica consistia na mastigacao de um pedaco de parafina ou de borracha
por 11 minutos. No primeiro minuto a saliva produzida era desprezada, coletada nos

dez minutos restantes e entdo, quantificada. Segundo o autor, a analise do material
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coletado permitia verificar se o fluxo salivar era normal, baixo ou muito baixo, de
acordo com os seguintes fatores: velocidade (medida em minutos) e quantidade
(medida em mL). Os dados obtidos eram classificados em: fluxo normal (1 —
3mL/min), fluxo baixo (0,7 — 0,9mL/min) e fluxo muito baixo (menos de 0,7mL/min).
O autor afirmou que a redugédo do fluxo salivar pode ser decorrente de fatores
diretamente relacionados com o sistema nervoso simpatico, como 0 processo
fisiologico de envelhecimento, doencas sistémicas e uso crénico e prolongado de
farmacos anti-hipertensivos e diuréticos, ou ainda do uso de drogas com acao
especifica sobre o sistema nervoso central, como o0s benzodiazepinicos e
antidepressivos, que promovem a liberacdo de neurotransmissores, gerando efeito
anticolinérgico e reduzindo o estimulo parassimpatico sobre as glandulas salivares.
Sabe-se que a secrecao de saliva pode ser espontanea ou estimulada pela
ativacao de receptores autbnomos glandulares (Ohlin & Perec, 1965; Templeton &
Thulin, 1978; Garrett & Anderson, 1991). Quando receptores adrenérgicos das
glandulas salivares, (Norberg & Olson, 1965; Martinez & Cassity, 1983; Elverdin et
al., 1984; Baum, 1987; Jensen et al.,, 1991; lzumi & Karita, 1995) e receptores
colinérgicos muscarinicos M1 glandulares (Emmelin, 1987; Garrett, 1987; Parkinson,
1990; Izumi & Karita, 1994; Hiramatsu et al., 1995) sdo ativados, ocorre aumento da
secrecdo salivar basal. Os dois principais mecanismos de sinal de transducao
resultam na secrecdo de saliva pelas células acinares da glandula parétida. No
primeiro tipo de mecanismo os receptores beta-adrenérgico ativam a adenilciclase e
levam a formacdo do AMPc através do ATP e no segundo, os receptores
muscarinico-colinérgicos ativam a fosfolipase C, levando a hidrolise do
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato, 0 que resulta na formacao do diacilglicerol e inositol

trifosfato. Desta forma, a secrecéo fisiolégica da saliva depende tanto de receptores
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adrenérgicos como colinérgicos (Norberg & Olson, 1965; Baum, 1987; Garrett,
1987). Os receptores alfa-1 parecem ser os principais mediadores da secrecédo de
proteina nos ductos salivares (Garrett & Anderson, 1991) e tém efeito sialogogo
consideravel (Elverdin et al., 1984). Ja os beta receptores, sdo 0s principais
mediadores da secrecao de proteinas nos acinos (Garrett & Anderson, 1991). Os
receptores muscarinicos M1 tém papel importante na secre¢cdo de liquido,
resultando em grande volume de saliva secretada, porém com baixa concentragao
de proteina (Garrett, 1987). As glandulas submandibulares e sublinguais de ratos
possuem alta densidade de receptores muscarinicos e pequena de alfa-1 e beta,
sugerindo que elas sejam mais importantes para a secrecao de liquidos do que as

glandulas parétidas (Martinez & Cassity, 1983; Garrett & Anderson, 1991).

2.4 SALIVACAO INDUZIDA PELA PILOCARPINA

A Pilocarpus jaborandi, popularmente chamada jaborandi, € uma planta
descoberta pelos indios da América do Sul e cuja mastigacdo causa salivacao e
sudorese. Foi estudada pela primeira vez por Symphoronio Coutinho, médico baiano
que em 1873 levou amostras das folhas para Paris. Na Europa, o suor e salivacédo
provocados pelas folhas chamaram a atencdo dos médicos que realizaram
pesquisas com o objetivo de conhecer seus efeitos terapéuticos e encontrar a
explicacdo para sua agédo nas glandulas salivares e sudoriferas. Apdés um ano de
pesquisas, foi publicado o primeiro estudo que relatava que “o jaborandi aumenta
enormemente a transpiracao e a salivacao, a secrecdo das membranas mucosas do

nariz, dos tubos bronquiais, do estdmago e intestinos". Nesta época, folhas de
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jaborandi estavam sendo empregadas no tratamento de doengas como estomatite,
laringite, bronquite, gripe, pneumonia, intoxicacdes, neurose e doenca renal
(Budavari, 1989).

Da Pilocarpus jaborandi foi isolado um alcaldide denominado pilocarpina
Gerrard (1875) apud Ferguson (1993) estudou e demonstrou que a pilocarpina tinha
um agonismo colinérgico predominante em receptores muscarinicos, com efeito
estimulatério nos receptores M1 dos ganglios autbnomos. A ativacao de receptores
colinérgicos M1 das glandulas salivares é responsavel pela grande secrecdo de
saliva (Wiseman & Faulds, 1995), enquanto que a estimulacdo do ganglio cervical
simpatico superior resulta na ativacao de receptores glandulares adrenérgicos beta e
secrecgao proteica (Zelles et al., 1990; Garrett & Anderson, 1991; Ferguson, 1993).

Renzi (1994) investigou os efeitos da injecdo de pilocarpina no sistema
nervoso central (SNC) sobre a salivacao e verificou que a injecao do alcal6éide no
ventriculo lateral do cérebro de rato causa hipersecrecao salivar dependente
principalmente de receptores do tipo M1 centrais, embora pareca que a pilocarpina
ative com pouca seletividade todos os receptores M centrais (Hoss et al., 1990). A
salivagdo induzida pela injecdo de pilocarpina intracerebroventricular, bem como
sistémica, é inibida pela lesdao de estruturas cerebrais pré-optico paraventricular
(Renzi et al., 1993; Saad et al., 1999), sugerindo a participagdo de estruturas
centrais na salivacao induzida pela estimulagéo colinérgica central e periférica.

O hidrocloridrato de pilocarpina, estimula o fluxo salivar das glandulas
salivares menores em pacientes com sindrome de Sjégren (Rhodus, 1997). O modo
como a irradiacdo induz a hipofuncdo das glandulas salivares permanece um

processo parcialmente desconhecido. Em contraste, a estimulacdo com pilocarpina,
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prévia a irradiacdo, leva a uma degranulacdo marginal da glandula parétida e
oferece protecao proximo dos 13% (Nagler et al., 1997).

Kuijper & Kramer (1975) observaram que a pilocarpina induzia maior secrecao
de proteina pelas células acinares que pelas células do ducto glandular, corrigindo
anormalidades das glandulas salivares, regulando o fluxo da saliva, bem como sua

composicao eletrolitica. Estes achados sao corroborados por Nagler & Nagler (2001)

2.5 REGIOES ENCEFALICAS RELACIONADAS A SECRECAO
SALIVAR

Estudos foram realizados para verificar a participacdo de areas do sistema
nervoso central em muitos parametros fisiolégicos. Uma das técnicas utilizadas é a
de lesao eletrolitica (Saad et al., 1981). Esta lesao destréi tanto fibras de associacao
como os corpos celulares. A lesao citotdxica pela utilizacdo do éacido iboténico
destr6i somente os corpos celulares (Vale et al., 1997). Mais recentemente foi
demonstrada a influéncia de lesdes eletrolitica e quimica pelo acido iboténico da
area septal sobre a ingestdo de agua e cloreto de sodio (Saad et al., 1998).
Trabalhos recentes realizados no laboratério da Unesp em Araraquara,
Departamento de Fisiologia utilizando a seccdo do nervo corda do timpano e a
ganglionectomia, demonstraram que existe uma contribuicdo do sistema simpéatico
na secrecao salivar induzida pela ativacao central colinérgica (Cecanho et al., 1999).
Ficou demonstrado que a area pré-6ptica medial (MnPO) interfere na acao periférica
de inducao da salivacao realizada pela pilocarpina. Estudo envolvendo o OSF e a
influéncia do 6xido nitrico (ON) nos efeitos da pilocarpina sobre os padrdes salivares

e cardiovasculares quando injetada no OSF, foi realizado por Saad et al. (2007).
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Lesao quimica da regido AV3V altera o fluxo salivar induzido pela pilocarpina
injetada no 3’V de ratos com influéncia sobre os parametros cardiovasculares. Estes
resultados demonstraram que os corpos celulares desta regiao influenciam o fluxo

salivar (Mckinley, 1992; Saad et al., 2007).

A figura 1 abaixo mostra as inter-relagdes entre o OSF e outras estruturas
circunventriculares implicadas na regulacao hidroeletrolitica e cardiovascular do

organismo.

Figura 1 - Neurbnios eferentes do OSF para outros sitios centrais. Nucleo paraventricular (PVN);
Hipotalamo anterior; Nucleo preoptico medial (MNPO); Nucleo supraoptico (SON); Orgéo vasculoso da
Iamina terminal (OVLT); Area septal medial (Saad et al., 2007)

2.6 ESTRUTURA DO ORGAO SUBFORNICIAL (OSF) E SUA
RELACAO COM PADROES SALIVARES E
CARDIOVASCULARES

O OSF é uma estrutura circunventricular; € um orgao localizado no diencéfalo,
sendo um dos 6rgaos dos nucleos septais e estruturas pertinentes, emitindo axénios
para diversos nucleos hipotalamicos, situado logo abaixo do corpo caloso ( fibras de

associacgao inter-hemisféricas) O OSF participa da regulacdo da homeostase dos
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fluidos corporais (Mangiapane & Simpson, 1980; Thunhorst et al., 1990; Yang et al.,
1996). Esses neurdnios estao eferentemente conectados a uma cadeia de neurdnios
centrais e aos tecidos vasculares e secretores das glandulas submandibulares e
sublinguais (Hubschle et al., 1998; Saad et al., 2003).

Sabe-se que regularizar a ingestdao de agua é fator de grande importancia
para a manutencdo do fluxo salivar e tanto o oéxido nitrico como a ANGII
(angiotensina Il) tém importancia nesta regulacdo. A funcao do OSF na regulacao da
ingestdo de agua e sédio induzida pela estimulacdo adrenérgica do hipotalamo
lateral foi demonstrada (Almeida et al., 1999), mas a participacdo do OSF na
regulacao das funcdes das glandulas salivares ainda nao foi estudada quando da
estimulacao colinérgica pela pilocarpina.

Estudos experimentais demonstraram que a pilocarpina altera a concentracao
salivar de proteina total, amilase, sodio e potassio, mas ndo do calcio. Além da
angiotensina e aldosterona influenciarem o nivel do célcio organico, outros
mecanismos, ainda ndo bem definidos, como a pilocarpina, também parecem ter
alguma atuacao (MacDougall et al., 1984).

Thunhorst et al. (1990) examinaram os efeitos da lesdo do OSF em ratos
machos da raca Sprague Duwley (325-350¢g). Os resultados mostraram que a
administracdo de vasodilatador em ratos hipovolémicos aumentava a ingestao de
agua e sbdio, porém essa acao era inibida pela administracdo de um antagonista do
sistema renina-angiotensina. Também foi observado que a lesdo do OSF reduzia
significantemente a ingestdo de agua e sédio decorrente do tratamento dos ratos
hipovolémicos tratados com vasodilatador ou inibidor do sistema renina-
angiotensina. Os autores sugeriram que a lesdo do OSF provoca maior efeito sobre

a inducao da ingestao de sodio do que o apetite crénico ou mais lento para sodio.
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Simon (2000) descreveu o Orgao circunventricular como alvo dos
mensageiros da circulacao, modulando o controle central de sodio e o balanco dos
fluidos corporais. De acordo com o autor, 0 OSF estimula a sede por meio de altos
niveis de angiotensina Il circulante e a deficiéncia de soédio na composi¢ao salivar,
em ovelhas, fez com que angiotensina Il fosse elevada, induzindo a ingestao de
solucdo de bicarbonato de sbédio ao invés de agua. O aumento plasmatico de
angiotensina Il em aves teve agao central como inibidor da secre¢ao de sodio na
saliva. O autor relatou ter encontrado em estudo anterior (Matsumura & Simon,
1990), um aumento na sensibilidade neuronal a angiotensina Il como evidéncia para
o alvo da acdo dos neurbnios do OSF. O autor concluiu que os 6rgaos
circunventriculares tém importante papel no controle de sédio e fluidos corporais.

Pastuskovas et al. (2003) examinaram a atividade nos componentes centrais
da cadeia neural, como estruturas do 6rgao vascular da lamina terminal, OSF,
nucleo pré-6ptico mediano, hipotalamo, nucleo supra-6ptico, nucleo paraventricular,
que, subservindo sdédio, haviam sofrido depressdo de fluido corporal quando
diminuida a ingestdao de sddio. Foi observado que os animais que nao haviam
sofrido depressao de fluido corporal ndo ingeriram agua ou concentracao salina nas
duas horas em que tiveram acesso a ela. Entretanto, os animais com depresséo de
fluido corporal ingeriram grande quantidade de &agua e solucdo salina. Pelos
resultados obtidos, os autores concluiram que a regido do hipotalamo é responsavel
pelo controle homeostatico dos fluidos corporais.

Cottrell & Ferguson (2003) revisaram os estudos, focando a acao dos érgaos
circunventriculares sobre as funcgdes cardiovasculares, os fluidos corporais e o
apetite. Os autores relataram que a lesdo do OSF previne o efeito hipotensivo dos

bloqueadores de receptores de angiotensina e inibe a ingestao de dgua e salina em
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animais com depressao de soédio. Sugeriram que o OSF € um centro critico de
associacao através do qual o sistema nervoso central é capaz de monitorar a
angiotensina circulante e sua influéncia na fungcdo cardiovascular. Estimulacao
quimica ou elétrica do OSF resulta na ativacao da secrecao de fluidos expelidos por
acao simpatica. A destruicdo completa do érgao vascular da lamina terminal foi
relatada como inibidor da sede em animais desidratados ou que receberam infusao
salina hiperténica, sugerindo que a pressdo osmotica ou mudanga de volume dos
fluidos é detectada pelo 6rgao vascular da lamina terminal e pelo OSF. Os autores
concluiram que é importante o estudo isolado de cada 6rgao circunventricular devido
as suas complexas fungoes.

Collister & Hendel (2003) investigaram a influéncia do OSF no efeito
hipotensivo crénico do losartan em ratos saudaveis. Depois de uma semana apos a
cirurgia, foi realizada infusdo de angiotensina Il para verificar se 0os animais que
haviam sofrido lesdo do OSF respondiam a este procedimento ingerindo agua, ja
que a lesao do OSF provoca a demora e a menor ingestdo de agua. Os autores
observaram que a lesdo do OSF néao alterava a pressao sanglinea, produzia menor
resposta ao uso cronico do losartan e reduzia a retencao crénica de sédio nos ratos
tratados com losartan, concluindo que o OSF influencia na diminuicdo da pressao
sanguinea resultante do uso do losartan.

Esses autores também investigaram a hipdtese do OSF ser uma regiao
central da acdo de angiotensina Il endégena nos receptores de angiotensina |.
Observaram ainda que a ingestdo de agua nos ratos com lesdo do OSF foi
significantemente menor do que nos ratos com “lesao ficticia”, e que a lesdo do
o6rgao nao alterou a pressao arterial, além de reduzir a resposta hipotensiva do

losartan, sugerindo este 6rgao circunventricular como area de mediacédo aos efeitos
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da angiotensina Il endégena. Com esses resultados os autores concluiram que o
OSF tem acdo na regulacdo da pressdo sangiinea por acdo da angiotensina Il
enddgena.

Starbuck & Fitts (2003) examinaram a importancia do OSF na inibicado da
ingestao de alimentos durante a elevagcao da pressdao osmotica decorrente da perda
de agua. Os animais que tiveram o OSF lesado demoravam para ingerir agua apos
se alimentarem, em comparacdo com 0s animais que nao tinham lesao,
adicionalmente, ingeriam menor quantidade de agua. Desta forma, os autores
relataram que o OSF tem papel importante para iniciacdo da ingestdo de agua
associada a refeigao.

Fitts et al. (2004) compararam os efeitos entre ratos com lesées do OSF e do
orgao vascular da lamina terminal com ratos com lesdo apenas do OSF ou do 6rgao
vacular da lamina terminal. Os autores observaram que houve maior diminui¢do na
ingestdo de agua e salina nos ratos com as duas lesdes. Sendo assim, concluiram
que a lesdao do OSF, quando associada a lesdo do 6rgao vascular da lamina
terminal, € mais eficiente do que uma Unica lesao para testes de diminuicdo de
sédio.

Mckinley & Johnson (2004) estudaram a regulacao fisiolégica da sede e da
ingestao de fluidos. Os autores relataram que o 6rgdo vascular da lamina terminal e
o OSF séo os mais provaveis centros de osmorreceptores e que para a angiotensina
Il induzir a sede é necessario o envolvimento do OSF. Os autores também citaram
que o OSF tem receptores para relaxin o qual influencia na homeostasie dos fluidos
corporais estimulando a secrecao de vasopressina e a ingestao de agua. Os autores
concluiram que a regulacédo osmética da ingestao de fluidos é multifatorial, ou seja,

depende de fatores osméticos, hormonais, idnicos e de sinais nervosos.
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A ativagao de receptores muscarinicos localizados no sistema cardiovascular
produz vasodilatacdo e hipotensao, enquanto a ativagao de receptores muscarinicos
centrais induz a vasoconstriccao e a resposta pressora, possivelmente por ativacao
simpatica e liberacao de vasopressina (Takakura et al., 2005).

Noda & Hiyama (2005) estudaram a importancia do OSF e do 6rgao vascular
da lamina terminal no controle da presenca de sédio e do consumo de sal. Os
autores observaram que o0s animais com deficiéncia dos canais de sdédio
apresentavam hiperatividade neuronal do OSF e do 6rgao vascular da lamina
terminal e ingeriam quantidade excessiva de sal. Além disso, a injecao de solucao
hiperténica de sodio no 3° V induzia a ingestao de agua e provocava aversao por
solugéo salina em ratos normais. Em animais com deficiéncia dos canais de sédio,
nao havia aversao a solucao salina. Os autores indicaram que os canais de sédio no
OSF sao essenciais e suficientes para o controle da ingestao de sal. Sendo assim,
concluiram que este 6érgdo constitui a principal regido de controle para o
comportamento de ingestao de sal, sendo, pois, os canais de sédio, sensores para o

nivel de sédio.

nervoso Inenaga et al. (2008) sugeriram que, a secrec¢ao salivar
ativada pela pilocarpina atua diretamente em células acinares de

glandulas salivares e age sobre receptores muscarinicos no

sistema nervoso central. Experimentos eletrofisiologicos mostraram que a
pilocarpina despolariza a membrana de neurénios do OSF. Os resultados sugerem
que, quando perifericamente aplicada, a pilocarpina ndo atua apenas nas glandulas
salivares como um efeito sialogogo, mas também evoca a sensagao de sede, agindo

sobre o centro controlador do fluido corporal e do equilibrio no sistema central.
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito da lesao eletrolitica do
orgao subfornicial (OSF) sobre parametros salivares (fluxo salivar, o contetdo
proteico e eletrolitico da saliva) e cardiovasculares (pressao arterial e a frequéncia

cardiaca).
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Apés a aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica para Experimentagdo
Animal da Universidade de Taubaté — Registro CEEA/UNITAU n2 010/08, foram
selecionados vinte ratos machos adultos da raca Wistar (Rattus norvegicus var.
albinus), todos da mesma linhagem, com peso aproximado de 250 a 300g,
fornecidos pelo Biotério da Universidade de Taubaté. Os animais foram mantidos em

gaiolas com livre acesso a 4gua e a racao balanceada.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para a execucado deste experimento, todos os animais foram submetidos a
experimentagdo progressiva, sendo mensurado o0s padrdes salivatérios e
cardiovasculares. Os animais passaram pelas Fases: Fase Inicial (F,) administracdo
de solucao salina, Fase | (F)) administracdo de pilocarpina intraperitoneal (Sigma
Aldrich), adquirida na farmacia Santa Paula, Araraquara, SP, Brasil, Fase Il (F) “
lesao ficticia” do OSF e Fase Il (Fy) leséo eletrolitica do OSF com a administracao
de pilocarpina em (Fj e Fy).

Para mensurar os padrbes salivatorios e cardiovasculares, em todas as fases,

os animais foram anestesiados com ketamina 50mg/Kg peso corporal (Cristalia



Metodologia 29

produtos quimicos farmacéuticos LTDA, Itapira, SP, Brasil) e cloridrato de xylazina
2%, 10mg/Kg peso corporal (Anasedan-Vetbrands-Jacarei, SP, Brasil).

Foi respeitado o periodo de cinco dias entre a administracao de drogas desde
(Fo) até (Fu) e sua eliminagdo pelo organismo (a pilocarpina é metabolizada pelo
figado e excretada pelos rins, sendo que a meia — vida é aproximadamente de uma
hora) Aromdee et al. (1999), assim como o efeito da “lesdo ficticia” (F;) e lesdo

eletrolitica do OSF (Fy).

Fase Inicial (Fo): Controle

Nesta fase, foi realizada a administracao intraperitoneal de solugao salina em
vinte animais, na dose 0,15M NaCl (padronizagao internacional) e para coletar a
saliva, com os animais anestesiados, quatro bolas de algodao (Cremer, Blumenau,
Santa Catarina, Brasil) pesando aproximadamente 20mg cada uma, foram
colocadas na cavidade oral de cada animal, uma do lado direito, uma do lado
esquerdo, e outras duas sob a lingua. ApGs sete minutos (padronizado pela SBCAL-
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério e COBEA - Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal), as bolas de algoddo foram recolhidas e
novamente pesadas em balanca de precisdo (Micronal - mod B200, Sao Paulo, Séo
Paulo, Brasil). A diferenca entre as pesagens demonstrou aumento do fluxo salivar
(Figura 8).

Foram também determinados os componentes da salivares, e os parametros
cardiovasculares, ou seja, a pressao arterial média (PAM) (Figura 10) e a frequéncia

cardiaca (FC) (Figura 11).

Fase | (F)):
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Nesta fase, foi realizada a administragdo intraperitoneal de pilocarpina em
vinte animais, nas doses de 1, 2, 4, 8 e 16mg.Kg.mL"", e medidos o fluxo salivar

(Figura 2) e obtida a curva dose-resposta (Figura 8).

Figura 2 - Administracéo intraperitoneal de pilocarpina

Fase Il (F)):

Nesta fase, os mesmos vinte animais, foram submetidos a “Leséo Ficticia” do
OSF e apo6s cinco dias do procedimento da “lesdo” (padronizado pela SBCAL-
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério e COBEA - Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal), foi realizada a administragdo intraperitoneal
de pilocarpina na dose de 4,0mg.Kg.ml" (dose padronizada internacionalmente
como a dose efeito satisfatéria para realizacdo dos experimentos sem efeitos
adversos) e determinados a secrecdo salivar (Figura 8) e o0s parametros
cardiovasculares, ou seja, a pressao arterial média (PAM) (Figura 10) e a frequéncia

cardiaca (FC) (Figura 11). O fluxo salivar foi medido pela diferenca de peso das
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bolas de algodao antes e apds a embebicdo de saliva e quantificados a proteina
total, a amilase, o célcio, o sodio e o potassio da saliva (Tabela 1).
Fase Il (Fy):

Apbs cessados os efeitos decorrentes dos procedimentos executados na
Fase Il,(15 dias apds a ultima administracéo de pilocarpina na Fase Il) foi realizada
nos mesmos vinte animais utilizados desde Fo, uma lesdo eletrolitica do OSF, e a
injecdo intraperitoneal de pilocarpina na dose de 4,0mg.Kg.ml "' e mensurado todos
os padrdes ja mencionados no item Fase Il (F)) (Figuras 8, 10 e 11).

Posteriormente foi avaliado o periodo de laténcia do efeito da lesao eletrolitica

sobre o fluxo salivar, através da mensuracao do fluxo salivar (Figura 9).

4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO PARA CANULACAO

Na Fy, para realizacao da canulacdo no OSF, os animais foram anestesiados
com ketamina 50mg/Kg peso corporal (Cristalia produtos quimicos farmacéuticos
LTDA, ltapira SP, Brasil) e cloridrato de xylazina 2%, 10mg/Kg peso corporal
(Anasedan-Vetbrands-Jacarei, SP, Brasil) J4& anestesiados, os animais foram
posicionados em um aparelho estereotaxico, modelo 900 (David Kopf Instruments,
Tujunga, CA, USA), e entado realizada uma incisdo longitudinal na pele e no tecido
subcutaneo da cabeca, afastamento do peridsteo e exposicdo dos pontos
craniométricos bregma e lambda que serviram como referéncia para nivelamento da
cabeca do animal. Em seguida foi realizada a trepanacao da calvaria com auxilio de

uma broca esférica (Broca de aco esférica PM3- Maillefer) tomando-se o cuidado
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para evitar lesdo do seio sagital superior. Através desse orificio, com auxilio de uma
agulha hipodérmica (Agulha Septoject XL 27 G Longa, Paris, Franca), foi introduzida
uma canula cujo processo resultou no que foi denominado de “lesao ficticia” do OSF.
A localizacdo da canula foi obtida a partir dos parametros estereotaxicos obtidos
pelo Atlas (Paxinos & Watson, 1986), ou seja, AP= 0,8mm posterior ao bregma; V=
4,2mm a partir da dura-mater; L= 0,0mm da sutura sagital, com inclinagdo de cinco
graus. A céanula foi fixada a superficie do cranio com uso de resina acrilica
autopolimerizavel e auxilio de dois parafusos previamente posicionados na calvaria.
Apbés o procedimento cirargico, uma dose de 50.000Ul de penicilina
(Pentabiético, Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Brasil), foi administrada

em cada animal.

{I.

Figura 3 - Procedimento de canulagédo do animal, com auxilio de aparelho estereotaxico

4.4 LESAQ ELETROLITICA
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Para a execucdo da lesdo eletrolitica (Fy), os animais foram novamente
anestesiados da mesma forma descrita no item 4.3 e levados ao aparelho
estereotaxico modelo 900 (David Kopf Instruments, USA). Apos o eletrédo ter sido
introduzido no OSF através da canula anteriormente posicionada, foi realizada uma
lesdo eletrolitica, pela passagem de uma corrente elétrica de 1,0mA por 15

segundos, utilizando uma fonte de corrente continua.

4.5 FLUXO SALIVAR

Em todas as Fases (F, F, Fii, Fiii) a coleta da saliva, foi obtida com os animais
anestesiados, através de quatro bolas de algodao (Cremer, Blumenau, Santa
Catarina, Brasil) pesando aproximadamente 20mg cada uma, introduzidas na
cavidade oral de cada animal, uma do lado direito, uma do lado esquerdo, e outras
duas sob a lingua. Apdés sete minutos (padronizado pela SBCAL- Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laborat6rio e COBEA - Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal), as bolas de algodao foram recolhidas e novamente
pesadas em balangca de precisdo (Micronal - mod B200, Sao Paulo, Sao Paulo,
Brasil). A diferencga entre as pesagens demonstrou aumento do fluxo salivar.

Em seguida, e apds a estimulagdo do fluxo salivar com auxilio de injecao
intraperitoneal de pilocarpina F;, Fy;, Fii, na dose de 4mg.Kg.mL™, foi realizada nova
coleta da saliva por sete minutos. Posteriormente, as bolas de algodao foram
recolhidas e novamente pesadas em balanca de precisdo. A diferenca entre as

pesagens demonstra aumento do fluxo salivar (Figura 8).



Metodologia 34

Figura 4 — Animais posicionado para procedimento de coleta de saliva apds anestesia e injegao intraperitoneal
de pilocarpina

4.6 ANALISE BIOQUIMICA

a) A amilase salivar foi determinada pelo método Caraway modificado;

Método amiloclastica, onde a amilase hidrolisa o amido liberando moléculas
de agucares, e adicionando iodo ocorre a formagao de cor azul com o amido nao
hidrolisado. A atividade da amilase é inversamente proporcional de cor azul e é
calculada em comparacdo com um controle de substrato. Valores de referéncia:

Soro 60 a 160U/dL

b) As proteinas totais foram determinadas pelo método Bradford modificado;

O método é uma técnica para a determinagéao de proteinas totais que utiliza o

corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. Este método é baseado na interacao
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entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de
cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de reacdo, a interacdo entre a
proteina de alto peso molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento do

equilibrio do corante para a forma anidnica, que absorve fortemente em 595nm.

c) O sodio e o potassio foram determinados pelo método fotometria de chama

utilizando o fotdmetro de chama IL 143 (Lexington, Massachuttes USA);

A fotometria de chama é uma das andlises laboratoriais classicas e fornece
com grande precisao e facilidade de operagcao. A concentracado de ions alcalinos em
amostras biolégicas e o conhecimento dos valores do sddio e do potassio permite
avaliar a intensidade dos desvios metabdlicos observados em algumas condigdes.
Faixa de medigdo em analises clinicas: para "K" de 0 a 9,9mmol/L- "Na " de 0 a 199

mmol/L, p/outras aplica¢des "K" entre 0 100ppm, "Na" de 0 a 100ppm.

d) O célcio foi determinado pelo método Cresolftaleina.

Método O-cresolftaleina-complexona (CFC), reagentes para a determinacao
do caélcio , somente diagndstico em vitro. Em pH alcalino o célcio reage com CFC
formando um complexo molecular de cor purpura, cuja intensidade de cor é
proporcional a concentracdo do calcio presente na amostra e possui absorcao

maxima em 570nm.

4.7 REGISTROS DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES
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Os valores de Pressao Arterial Média (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC) de
todos os animais (F, Fy Fy) foram registrados utilizando um tubo de polietileno PE-10
(Mantac Industria e Comércio Ltda Me., Joinvile, Santa Catarina, Brasil). Com os
animais anestesiados, o tubo de polietileno PE-10 foi introduzido na artéria femoral
atingindo a parte abdominal da Aorta, e este tubo PE-10 foi conectado a um
transdutor de pressdo Statham P23 Db (Gould-Statham, Oxnard, CA, USA) e
acoplado a um registrador de multiplos canais (PowerLab Multirecord —Power Lab
4/25T, ADInstruments, Australia), que permitiu o registro dos dados cardiovasculares

e através de graficos foram comparado os valores.

Figura 5 - Introdugéo de canula Polietileno PE 10 na artéria femoral

4.8 HISTOLOGIA

Ao final dos experimentos, os animais foram anestesiados com ketamina 80

mg/Kg peso corporal + 10mg/Kg do peso corporal de cloridrato de xylazina 2%,
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levando os animais ao Obito e comprovado o estado cadavérico, o encéfalo foi
removido da caixa craniana. Secgdes frontais de vinte a trinta micrométros
imediatamente antes e apdés o local da introducdo da cénula foram obtidas em
micrétomo de congelacdo e submetidas a rotina histolégica para confirmacéo do
local da lesao através de microscopia Optica, aumento de 10x. Somente os animais
com lesédo confirmada do OSF através de procedimento histolégico é que foram
submetidos a analise estatistica.

O numero de animais com lesdo confirmada, pode ser verificada na parte
superior das colunas nas figuras 9,10 e 11.

Os resultados foram apresentados como erro padrdao da média e foram
analisados pela ANOVA para multipla comparagéao entre grupos. Para avaliacdo da
interacédo entre fatores (lesdo/droga/efeito) foi utilizado o teste de Newman post-hoc

(p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE HISTOLOGICA

A figura 6 apresenta uma fotomicrografia do encéfalo de um animal com a

indicacao (seta) do local onde foi realizada a lesdo no OSF. A lesao destruiu o0 OSF.

Figura 6 - Fotomicrografia do encéfalo de rato, mostrando a lesdo no OSF (flecha), aumento de 10x

Nas figuras 7a, 7b, 7c, 7d podem ser observadas fotomicrografias de cortes
seriados e sequénciais do encéfalo de um dos animais submetidos a lesdo do OSF,
nos parametros Antero- posterior 0,8 a 0,85mm posterior ao bregma, local de

introducao da canula.
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Figuras 7a e 7b - Lesdo completa do OSF no sentido antero-posterior (flechas). Coordenada antero-posterior AP
0,8 -0,85mm caudal ao bregma

52 EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL DE
PILOCARPINA (1, 2, 4, 8, 16MG.KG.ML") NO FLUXO SALIVAR
DE RATOS (F) E COM "LESAO FICTICIA” DO OSF (F)

Nos animais controles (Fp) em que foi injetada solucao salina isoténica (0,15M
NaCl), o fluxo salivar ficou em torno de194+2,0mg/7min em média.
A injecao intraperitoneal de pilocarpina (1, 2, 4, 8, 16mg.Kg.ml") nos ratos(F))

induziu aumento da curva dose dependente no fluxo salivar com valores de 40+12,
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91+£13, 292+10, 379421, 479+24mg/7min, respectivamente. A ANOVA mostrou
diferenca estatisticamente significante entre as doses (p<0.01). A “leséo ficticia” do
OSF (Fy) ndo produziu alteracdo estatisticamente significante do fluxo salivar quando

comparado com os valores observados nos animais (Fj) (Figura 8).

53. EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL DE
PILOCARPINA (1, 2, 4, 8, 16MG.KG.ML") NO FLUXO SALIVAR
DE RATOS COM LESAO ELETROLITICA DO OSF (Fy)
COMPARADO AOS RATOS (F) E (Fy)

Nos animais controle (Fp) em que foi injetada salina isotdnica, o fluxo salivar
ficou em torno de 1942,0 mg/7min. A injecao intraperitoneal de pilocarpina (1, 2, 4, 8,
16mg.Kg.ml™") nos ratos com lesdo do OSF (Fy) produziu severa redugdo na curva
dose-dependente do fluxo salivar: 159, 22+10, 48413, 1331216 e 151+17mg/7min

qguando comparado com o F; e F;, com diferenca significatica (p<0.01) (Figura 8).

g0  —® Piocapina(1, 2 4,8 16,mgkg) F e Fy
= Leséo OSF+Pilocarpina (1, 2, 4, 8, 16 mgKg) Fy .
E ol 7 Sdin@1sMNaC) Fy *
N 4501
O) 400
E.
S
© ]
2 2901
T 20
&
o) 150 -
§ 100
L %0
0 ki T M 5
1 2 4 8 16
n=20 Pilocarpina(mgKG)
*Diferente significativamente dos ratos controles e com lesiio do OSF
*Diferente significativamente dos ratos controles

Figura 8 - Efeito da injego intraperitoneal de pilocarpina (1, 2, 4, 8, 16mg.Kg.mL™") no fluxo salivar de
ratos controle sem e com lesao do OSF. Os resultados estdo apresentados em media tEPM
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5.4. FLUXO SALIVAR DE RATOS CONTROLE (Fo), COM “LESAO
FICTICIA” DO OSF (Fy) E COM LESAO ELETROLITICA DO OSF
(Fu) APOS  ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL DE
PILOCARPINA (4MG.KG.ML™)

Os resultados demonstraram que a lesédo eletrolitica do OSF determinou
reducao do fluxo salivar provocado pela pilocarpina em um periodo que variou de
cinco a 15 dias comparado com os ratos nas Fases Fo e F). Ap6s o 152 dia, houve
total recuperacao do fluxo salivar nos animais com lesao eletrolitica do OSF (Fy)

estatisticamente significante (Figura 9).

700, EEE salina (0,15MNaCl)
E LesAo ficticia do OSF+Pilocarpina (4my/Kg)
i BN (Lesdo OSF+Filocarpina (4mg/Kg)
£ 60

10 9

N 11 9
O»00
£
N
j -
s 400
2
S 30
(/7]
o
10 200 |
O
o
© 100
[
/7]

o
L

FO FII FIII FO FII FIII FO FII FIII

15 dias apos lesao

Dias

Figura 9 - Secregao salivar de ratos controle (Fo), com “leséo ficticia” do OSF (F;) e com leséo eletrolitica do OSF
(Fm) ap6s injecao intraperitoneal de solugao salina e pilocarpina (4mg/Kg do peso corporal), no intervalo de cinco
dias entre as coletas. Os resultados representam a média. O nimero de animais esta acima das barras.
*Diferente dos controles e com “leséo ficticia” do OSF. (p<0.05)

5.5. EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL DE
PILOCARPINA (4MG.KG.ML") NO FLUXO SALIVAR E NOS
COMPONENTES PROTEICOS E ELETROLITICOS DA SALIVA
DOS ANIMAIS (F,) E COM “LESAOQ FICITICIA” DO OSF(Fy)
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5.5.1 Fluxo salivar

A aplicacdo intraperitoneal de pilocarpina na concentracdo de 4mgKg™ de
peso corporal provocou aumento do fluxo salivar (503£31mg.7min-1) dos animais
com “lesao ficticia” do OSF (F;) quando comparado ao fluxo salivar dos animais
controle (Fp) (1942 mg.7min-1) (p<0,05). Foi estatisticamente significante (Figura 9 e

Tabela 1).

5.5.2 Proteina total

Apoés aplicacao intraperitoneal de pilocarpina nos ratos com “lesao ficticia” do
OSF (F)) a proteina total aumentou significativamente ( p<0,05) (7,3+0,32mg Kg™)

em relagdo ao controle (Fo) (5,9+0,22mg Kg™') (Tabela 1).

5.5.3 Amilase salivar

A administracao intraperitoneal de pilocarpina nos animais com “lesao ficticia”
do OSF (F;) aumentou significativamente ( p<0,05) a amilase salivar (842+11,0Uml

') em relagdo ao controle (Fo) (82146,9Uml™") (Tabela 1).

5.5.4 Calcio
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A administracao intraperitoneal de pilocarpina nos ratos com “leséo ficticia” do
OSF (Fy;) nao determinou alteracao significativa a concentracao de calcio na saliva

(3,98+0,18mEq.I"") quando comparado ao controle (Fo) (3,12+0,14mEq.I") (Tabela 1).

5.5.5 Sédio e potassio

A administrag&o intraperitoneal de pilocarpina nos animais com “leséo ficticia”
do OSF (Fy;) aumentou a concentracdo salivar de sédio (6,99+0,3mEq.I"") quando
comparado ao controle (Fo) (5,9940,3mEq.I'"). Quando realizada a injecado
intraperitoneal de pilocarpina nos ratos com “lesdo ficticia” do OSF (Fy), a
concentracdo de potassio aumentou, o que foi estatisticamente significante
(16,6+0,5mEq.I"") quando comparado ao controle (Fo) (12,32+0,3mEq.I"") (p<0,05)

(Tabela 1).

Tabela 1- Efeito da pilocarpina (4mg.Kg.ml™")) no fluxo salivar, no contetido proteico e eletrolitico da saliva em
animais controle (Fo) e com “leséo ficticia” do OSF(Fy)

Taxa do Proteina . . - —
Tratamento Fluxo Total Amilase Calcio Sodio Potassio

mg/7min __ (mgKg") U mi’)  (mEql') (mEql") (mEqI’)

Fo 19+2,0 5,910,22 821+6,9 3,12+0,14 5,99+0,3 12,32+0,3

Fu 503+31* 7,310,32*  842+11,0* 3,98+0,18 6,99+0,3* 16,6+0,5*

Estatisticamente diferente (p< 0,05) da fase controle
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56. EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL DE
PILOCARPINA (4MG.KQ.ML'1) NO FLUXO SALIVAR E NOS
COMPONENTES PROTEICOS E ELETROLITICOS DA SALIVA
DOS ANIMAIS (F, e F)) E COM LESAO ELETROLITICA DO OSF
(Fu) TABELA 2

5.6.1 Fluxo salivar

Apoés realizagao da lesao eletrolitica do OSF (Fy) foi observada reducao
estatisticamente significante (p<0,05) do fluxo salivar (177 17mg.7min) em relagéo
ao fluxo induzido pela administragdo intraperitoneal de pilocarpina de ratos controle

(Fi) (501+24mg.7min) ( Figura 9 e Tabela 2)

5.6.2 Proteina total

Apébs administracao intraperitoneal de pilocarpina nos animais (F)), a proteina
total da saliva aumentou (7,3+0,32mgKg™") em relacdo ao controle (Fo) (5,9+0,22mg
Kg™). A lesdo eletrolitica do OSF (Fy;) provocou reducéo estatisticamente significante

da proteina total da saliva (3,3+0,12mg/7min) (Tabela 2).

5.6.3 Amilase salivar
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A administracao intraperitoneal de pilocarpina nos animais (F|) aumentou a
amilase salivar (849+8,1Uml"') quando comparado com o controle (Fo) (821+6,9U ml°
'). Entretanto, a lesdo eletrolitica do OSF (Fy) reduziu significativamente a amilase

salivar (711+6,8Uml™). Foi estatisticamente significante (Tabela 2).

5.6.4 Calcio

A administrac&o intraperitoneal de pilocarpina nos animais (Fj) (3,98+0,18mEq
I ) e a lesdo eletrolitica do OSF (Fy;) (3,98+0,18mEq I") ndo alterou de forma
significativa a concentragdo de calcio na saliva dos animais quando observada na

fase (Fo) (3,12£0,14mEq ") (Tabela 2).

5.6.5 Sédio e potassio

A administracdo intraperitoneal de pilocarpina aumentou a concentracao
salivar de sédio dos animais (F)) (7,040,2mEq I"') quando comparado ao controle
(Fo) (5,9940,3mEq I"'). Entretanto, a lesdo eletrolitica do OSF (Fy) reduziu estes
valores (3,4+0,1mEq I"). A concentracdo de potassio aumentou com a injecdo
intraperitoneal de pilocarpina nos animais (F)) (15,4+0,7mEq I') em relagdo ao

controle (Fo) (12,32+0,3mEq "), e reduziu significativamente ( p< 0,05) com a lesdo
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eletroliica do OSF (Fy) (9,5+0,33mEq I|') quando comparado ao controle

(12,32+0,30mEq I'") (Tabela 2).

Tabela 2- Efeito da pilocarpina (4mg/Kg/1ml) no fluxo salivar, no contetdo proteico e eletrolitico da
saliva em animais controle (F,), sem lesao eletrolitica do OSF(F,)e com lesao eletrolitica do OSF(F)

Taxa do Proteina . . - —
Tratamento Fluxo Total Amilase Calcio Sodio Potassio

mg/7min _ (mgKg"h Y mi')  (mEqI") (mEql") (mEqI’)

Fo 19+2,0 5,910,2 821+6,9  3,12+0,14 5,99+0,30 12,32+0,3
Fi 501+24* 7,310,32* 849+8,1* 3,98+0,18  7,0+0,2* 15,4+0,7 *
Fu 177817 3,3+0,12*  711+6,8* 3,98+0,18  3,4+0,1*  9,51+0,33*

*Estatisticamente significante p<0,05

5.7.EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL  DE
PILOCARPINA (4MG.KG.ML") NA PRESSAO ARTERIAL MEDIA
(PAM) DE RATOS CONTROLE (Fo), COM “LESAOQ FICTICIA” DO
OSF (F;) E COM LESAO ELETROLITICA DO OSF (Fy)

A injecao intraperitoneal de pilocarpina nos ratos com “les&o ficticia” do OSF
(Fn) aumentou a PAM (32+6mmHg) quando comparado grupo controle (Fo)
(8£3mmHg). Quando realizada a lesdo eletrolitica do OSF (Fy;), o efeito hipertensor
da pilocarpina reduziu chegando proximo ao valor do grupo controle (Fo) (9£4mmHg)

(Figura 10).
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Figura 10- Efeito da injecao intraperitonel de pilocarpina (4mg.Kg.mL-1) na presséo arterial média
(PAM) de ratos controle (Fq), com “lesao ficticia” do OSF (F,) e com lesao eletrolitica do OSF (Fy).
Os valores representam a média tEPM. O nimero de animais esta representado no topo de cada
coluna. (Newman'’s post hoc test)

58. EFEITO DA ADMINISTRAGAO INTRAPERITONEAL DE
PILOCARPINA (4MG.KG.ML') NA FREQUENCIA CARDIACA
(FC) DE RATOS CONTROLE (Fo), COM “LESAO FICTICIA” DO
OSF (F,) E COM LESAO ELETROLITICA DO OSF (Fy)

A injecdo intraperitoneal de pilocarpina na dose de 4mg.Kg.mL™" reduziu a FC
dos animais com “lesdo fictica” do OSF(F;) (223+23bpm) quando comparado aos
animais controle (Fo) (311£19bpm). Ja a lesao eletrolitica do OSF (Fy;), aumentou a

FC (310+18bpm) (Figura 11).
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Figura 11 - Efeito da injegéo intraperitoneal de pilocarpina ip (4mg.Kg.mL') na frequéncia cardiaca (FC) de
ratos controle (Fo), com “lesdo ficticia” do OSF (Fy) e com leséo eletrolitica do OSF (Fyu). Os valores
representam a médiatEPM. O numero de animais estd representado no topo de cada coluna.*p<0.005
diferente da pilocarpina/leséao ficticia do OSF. (Newman'’s post hoc test)
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6 DISCUSSAO

6.1 FLUXO SALIVAR

A injecdo intraperitoneal de pilocarpina aumentou o fluxo salivar que foi
reduzido apds efetuada a lesao eletrolitica do OSF. A reducao foi aguda e persistiu
por 15 dias. Ap6s o 15° dia da lesdo do OSF, o fluxo salivar retornou aos padrdes
normais demonstrando neuroplasticidade. A lesdo do OSF possibilita sensibilizacao
das glandulas parassimpatectomizadas (Emmelin, 1987). Outra possibilidade esta
relacionada com a plasticidade neuronal do sistema nervoso central envolvido no
controle do fluxo salivar induzido pela pilocarpina, alterando temporariamente a sede
e a natriurese induzida pela estimulacao colinérgica (Saad et al., 2003)

Recentemente foi demonstrado que a pilocarpina injetada no OSF altera o
fluxo salivar de forma dose dependente. Saad et al. (2007) verificaram que uma
dose de 4.0mg.Kg.mL ' produzia um fluxo salivar médio e que quando a pilocarpina
era injetada intra-cérebro ventricular, o fluxo salivar apresentava niveis
significantemente diferentes do controle (Renzi et al., 1993; Saad et al., 1999).

A ingestdao de agua tem menor periodo de laténcia quando a pilocarpina é
injetada centralmente do que quando perifericamente. A aplicacdo sistémica de
pilocarpina induz o fluxo salivar por atuar diretamente na glandula parétida e
também atua centralmente induzindo a sede. Estes resultados sédo importantes para
a compreensdo do mecanismo desenvolvido quando a pilocarpina é usada para

tratamento da boca seca (Sato et al., 2006).
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Os resultados do trabalho demonstraram a participacao do OSF na regulacao
das glandulas salivares no que diz respeito ao fluxo e conteldo da saliva. A
pilocarpina injetada sistemicamente, penetra no encéfalo atuando em receptores
muscarinicos e ativando fibras eferentes autbnomas, induzindo a salivacéao
(Takakura et al., 20083).

Experimentos eletrofisiolégicos usando cortes e registros celulares mostraram
que a pilocarpina despolariza as membranas celulares dos neurdnios do OSF e inibe
a conducao em sinapse -inibitérias gabaérgicas por acao pré-sinaptica (Saad et al.,
2007). Estes mecanismos sugerem que a pilocarpina ndo atua somente nas
glandulas salivares como sialogogo, mas também induz a sensacao de sede em
decorréncia de sua agao nos centros nervosos que controlam o fluxo salivar no
organismo. Um estudo recente demonstrou que a pilocarpina atua nas glandulas
salivares provocando secrecao salivar (Inenaga et al., 2008).

Saad et al. (2007) observaram que a lesdo do OSF provocava reducdo
drastica do fluxo salivar induzido pela pilocarpina sistémica, concluindo que o OSF é
muito mais efetivo do que a area pré-6ptica mediana (APOM) na regulacéo central
da secrecéao salivar.

A acao de neurbnios do OSF em outros sitios centrais foram estudados por
Lind & Johnson (1982), Mangiapane & Simpson (1980) e Mckinley (1992) também
demonstraram eferéncias do OSF para areas cerebrais.

Possivelmente, a pilocarpina, alcalbide este que se difunda da circulagcéao para
0 parénquima, ativando receptores colinérgicos presentes no diencéfalo, como o
OSF ou éareas conectadas ao OSF, liberando neurotransmissores e atuando nas

fibras de associacdo ou nos préprios corpos celulares do OSF. Posteriormente, deve
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sinalizar para os nucleos salivatorios do bulbo que controlam as descargas
autdbnomas para as glandulas salivares (Saad et al., 2007).

Pelos resultados obtidos no experimento de Saad et al. (2007), a
administracao sistémica da pilocarpina permite que a mesma alcance o OSF e
sinalize para os nucleos salivatérios do bulbo que devem lancar descargas
autdbnomas para as glandulas salivares

A reorganizagao de circuitos neuronais centrais com redistribuicdo de fungdes
entre areas centrais como o OSF, pode ser explicada pela recuperacao do fluxo
salivar pela pilocarpina ou pela liberacao sistémica de algum agente colinomimético

capaz de, quando necessario, induzir a salivacao.

6.2 CONTEUDO PROTEICO E ELETROLITICO DA SALIVA

A pilocarpina pode induzir o aumento do fluxo salivar e de componentes da
saliva em ratos (Kuijper & Kramer, 1975). Apds a aplicacao intraperitoneal de
pilocarpina em ratos com lesao ficticia do OSF, a proteina total da saliva aumentou,
assim como a amilase salivar e a concentracao de sédio e potassio. Por outro lado,
nao foi verificada alteracdo da concentracao de calcio.

O aumento da concentracdo de sédio e potassio na saliva decorrente da
aplicacéo intraperitoneal de pilocarpina, provavelmente estimula o mecanismo de
reabsorcdo e secrecdo de sédio e potassio, respectivamente, no ducto das

glandulas salivares. Estudos experimentais demonstraram que pilocarpina altera a
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concentracao salivar de proteina total, amilase, sodio e potassio, mas nao do calcio.
Além da angiotensina e aldosterona influenciarem o nivel do célcio organico, outros
mecanismos, ainda nao bem definidos, como a pilocarpina, também parecem ter
alguma atuacao (MacDougall et al., 1984).

Kuijper & Kramer (1975) observaram que a pilocarpina induzia maior secrecao
de proteinas pelas células acinares que pelas células do ducto glandular. Isso nos
leva a pensar que a pilocarpina corrige anormalidades das glandulas salivares,
regulando o fluxo da saliva, bem como sua composicao eletrolitica.

O OSF também esta intimamente ligado com a regulacao eletrolitica do
plasma. Em individuos com xerostomia, a concentracdo de eletrolitos na saliva total
parece ocorrer mais em razao da hipossalivacdo do que da taxa de secrecdo
(Chezzi et al., 2000).

O transporte ductal de eletrolitos estd bem desenvolvido no estagio pds-natal,
mas a liberacao do fluido e de proteinas é menor que em adultos e requer a total
maturagdo morfologica das células acinares. Os resultados deste estudo mostraram
que a pilocarpina estimula o fluxo salivar e o conteudo proteico e eletrolitico da
saliva em ratos com lesao ficticia do OSF. Sendo assim, a pilocarpina pode ser
utilizada para estimular a secrecéo salivar e o contetudo proteico e eletrolitico da
saliva em individuos tratados com antidepressivos (Kopittke et al., 2005).

Outro achado deste estudo foi 0 aumento da amilase salivar produzido pela
pilocarpina.

Como pudemos observar, o OSF tem papel importante no fluxo salivar e nos
componentes da saliva, possivelmente por emitir eferentes neuronais para diversas
outras areas cincunventriculares que controlam os nucleos salivatérios via sistema

nervoso autbnomo.
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6.3 PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA

A hipertensao essencial é uma das desordens mais comuns que afetam a
saude humana. A angiotensina Il (ANGII) encefalica cumpre importante papel no
desenvolvimento da hipertensdao (Mangiapane & Simpson, 1980; Muratani et
al.,1993; Wong & Chan, 1994). No OSF existe um sistema pressor
angiotensinérgico, que fez aumentar a PAM e reduzir a FC quando realizada a
injecao intraperitoneal de pilocarpina (Saad et. al., 2007).

A pilocarpina pode atuar de duas maneiras quando injetada sistemicamente:

a) ativando os ganglios autbnémos, com liberando adrenalina na circulagao;

b) atuando via plasmatica em areas do sistema nervoso central que estédo
livres da barreira hematoencefalica, como é o caso do OSF e de outras estruturas
importantes para o controle de fluidos corporais (Saad et al., 1998).

Nossos estudos revelaram que a pilocarpina administrada na dose de
4mg.Kg.mL™, além de induzir modificacdes no fluxo e contetido salivar em ratos com
lesao ficticia do OSF, causou alteracdao na PAM e FC e, a lesdo do OSF aboliu o
efeito da pilocarpina. Ficou demonstrado em trabalhos anteriores que a pilocarpina,
quando injetada no nucleo pré-optico mediano (MnPQO), além de aumentar a
secregao salivar em ratos com “leséo ficticia” do OSF, elevou a PAM e reduziu a FC,
com importante participacao do 6xido nitrico ON (Saad et al., 2003). Esta regiao
recebe neurdnios eferentes do OSF, como pode ser observado na figura 1, cuja
lesdo aboliu os efeitos da pilocarpina sobre o fluxo salivar, PAM e FC. Nossos

resultados sao corroborados por Takakura et al. (2005) que verificaram que a lesdo
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eletrolitica da regido OSF abolia o efeito silogogo e o efeito hipertensor da injecao
intraperitoneal de pilocarpina.

A ativagao de receptores muscarinicos localizados no sistema cardiovascular
produz vasodilatacdo e hipotensao, enquanto a ativagao de receptores muscarinicos
centrais induz a vasoconstriccdo e a resposta pressora, possivelmente por ativacdo
simpatica e liberacdo de vasopressina (Takakura et al., 2005). Desta forma, a
pilocarpina administrada sistemicamente pode atingir o OSF que ¢é livre da barreira
hematoencefalica. O mecanismo ativado centralmente pela pilocarpina é desativado
pela lesdo do OSF, deixando intacto somente o mecanismo periférico responsavel
pela hipotensdo nos animais com lesdo do OSF. Foi demonstrado por Takakura et
al. (2005) que a pilocarpina induz vasodilatagdo na glandula salivar, ainda que a
mesma nao dependa do OSF. Com relagao a frequéncia cardiaca, neste estudo, foi
observada bradicardia ligada ao aumento da PAM nos ratos com lesao ficticia do
OSF. Acreditamos que a bradicardia pode ser reflexa (bradicardia reflexa-
pressorreceptores do centro vaso motor bulbar), devido ao aumento da PAM ou
ainda a acao da pilocarpina diretamente no coragédo. A lesdo do OSF reduziu os
efeitos da pilocarpina sobre a FC e estes resultados estdo de acordo com o relato de
Saad et al. (2003) de que o OSF tem vias eferentes para a regido AV3V que
comanda as regides centrais e outras areas do sistema nervoso autbnomo, e areas
diencefalicas ligadas ao OSF.

Os resultados também podem ser justificados pela capacidade indutora da
salivagdo que a pilocarpina apresenta ao agir em areas do SNC que carecem da
barreira hematoencefalica tal como o OSF. Adicionalmente, a pilocarpina induz o
aumento da pressao arterial por atuar diretamente em receptores colinérgicos,

liberar ANGII ou ativar o sistema nitrérgico, atuando provavelmente na liberacao de
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arginase que compete com o 6xido nitrico sintetase sobre a arginina, bloqueando a
producdo de Oxido nitrico, com consequente aumento da pressao arterial,
bradicardia reflexa e hiposalivacdo. Em razao disso, acreditamos que o OSF exerca
mecanismo regulatério do conteudo e do fluxo salivar bem como do balango
cardiovascular. As alteragdes cardiovasculares podem estar ligadas a liberagcado ou

inibicao do 6xido nitrico como demonstrado por Saad et al. (2003).
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7 CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

a) o, OSF é uma estrutura do SNC que esta ligada ao controle do fluxo salivar
e dos componentes protéicos e eletroliticos da saliva;

b) a pilocarpina produziu um aumento do fluxo salivar, observando-se a curva
dose-dependente desde 1mg.Kg.mL™" até a dose de 16mg.Kg.mL™";

c) a injecao intraperitoneal de pilocarpina além de aumentar o fluxo salivar,
aumentou a concentracao de proteinas totais, amilase salivar, sddio e potassio, mas
nao alterou de forma significativa a concentracao de calcio;

d) a injecdo intraperitoneal de pilocarpina na dose de 4mg.Kg.mL", em ratos
com “leséo ficticia” do OSF (F;) aumentou a PAM e reduziu a FC;

e) a lesao eletrolitica do OSF (Fy;) reduziu o efeito hipertensor e bradicardico
da pilocarpina além de reduzir os efeitos da pilocarpina no fluxo e componentes da

saliva.
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