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PERAS, Vivian Rossi. Envolvimento das vias glutamatérgicas no nucleo
paraventricular do hipotdlamo (pvn) nas respostas cardiovasculares e
autondémicas a endotoxemia por Ips em ratos acordados. 2014. 66 f. Dissertacéo
(Mestrado Multicéntrico em Ciéncias Fisiolégicas) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

Durante a endotoxemia ou sepse tem-se uma grande liberagdo de vasopressina e
oxido nitrico e que provavelmente envolvendo o nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN). Um trabalho da literatura demonstrou que no PVN os receptores
NMDA estdo envolvidos com a atividade simpatica ao passo que o subtipo nio-
NMDA parece ativar uma via vasopressinérgica. Nosso objetivo foi avaliar a
participacdo dos receptores NMDA e n&o-NMDA do PVN nas respostas
cardiovasculares e na concentracdo plasmatica de vasopressina a administragao
endovenosa de LPS em ratos acordados. Foram utilizados ratos Wistar entre 280-
320g que através de estereotaxia foi realizado o implante crénico bilateral de
canulas direcionadas ao PVN. Apds 3 dias de recuperagado esses animais foram
submetidos a canulagédo de artéria e veia femoral para posterior registroda pressao
arterial média. Apos 30 minutos de registro basal foi realizada a microinjecéo
bilateral de Ly 235959, Salina 0,9%, ou NBQX e apdés 5 minutos seguiu-se a
administragdo endovenosa de LPS (5mg/kg/ml) e registro por 2 horas. No final dos
experimentos foi coletado sangue e em seguida os animais foram eutanasiados com
uma sobre dose de anestésico e marcag¢ao dos sitios de microinje¢cdo com Azul de
Evans 2%. Na microinjecdo bilateral de salina e Ly, apés LPS foi observada
hipotensao e taquicardia respectivamente (APAM=-
19+7,AFC=105£17),(APAM=13,£6,8mmHg, AFC =70+18bpm). Nos animais tratados
com NBQX, apdés o LPS observou-se hipertensdo e taquicardia (APAM=
14,6:7mmHg;AFC=76,4+19bpm). O aumento da concentracdo plasmatica de
vasopressina foi observado nos grupos salina (39,9pg 1£9,4pg/ml) e NBQX (12,512
pg/ml). O LPS reduziu o ganho barorreflexo dos controle e dos animais tratados com
LY.Nossos dados sugerem que os efeitos hipotensores provocados pela
endotoxemia sdo em parte devido a ativagao dos receptores nao-NMDA no PVN e, a
liberacdo de vasopressina estimulada por LPS se deve em parte por ativagado do
receptor NMDA no PVN.

Palavras-chave: Vasopressina. Pressao arterial e glutamato.



Peras, Vivian Rossi. Involvement Of Glutamatergic Pathways In The
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ABSTRACT

During endotoxemia or sepsis has been a large release of vasopressin and nitric
oxide and probably involving the paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN).
A study of the literature showed that the pvn nmda receptors are involved in the
sympathetic activity whereas the non- nmda subtype appears to activate a pathway
vasopressinérgica . Our objective was to evaluate the role of nmda and non- nmda
receptors in the cardiovascular responses PVN and in plasma vasopressin to
intravenous administration of Ips in conscious rats . Wistar rats were used between
280 - 3209 that through bilateral stereotactic implantation of chronic cannulae aimed
at the pvn was performed . After 3 days of recovery these animals underwent
cannulation of the femoral artery and vein for later registroda mean arterial pressure.
After 30 minutes of baseline recording bilateral microinjection of LY 235959 , salt 0.9
% , or NBQX was performed and after 5 minutes was followed by the intravenous
administration of LPS ( 5mg/kg/ml ) and registration for 2 hours . At the end of the
experiments , blood was collected , and then the animals were euthanized with an
over dose of anesthetic and marking of sites of microinjection with 2 % evans blue .
In bilateral microinjection of saline and LY after ILPS hypotension and tachycardia
was observed respectively ( AMAP =-19+7 , AHR =105+ 17 ), (AMAP =13 £ 6.8
mmhg , AHR = 70 = 18bpm ) . In animals treated with NBQX after LPS was observed
hypertension and tachycardia (AMAP = 14.6 £ 7 mmhg ; AHR =76.4 + 19bpm ) . The
increase in plasma concentration of vasopressin was observed in the saline group (
39.9 £ 9.4 pg / ml) and NBQX (12.5 + 2 pg / ml). Lps reduced the gain of baroreflex
control and treated animals ly.nossos data suggest that the hypotensive effects
caused by endotoxemia are in part due to activation of non - nmda receptors in the
pvn and vasopressin release stimulated by Ips is due in part by activation of the
nmda receptor in the PVN .

Key words: vasopressin. Blood pressure and glutamate.
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1 INTRODUCAO

A regulacdo da pressao arterial (PA) € uma das fungdes fisiologicas
mais complexas, que depende de agdes integradas dos sistemas cardiovasculares,
renal, neural e enddcrino, € a pressao exercida pelo sangue dentro dos vasos
sanguineos com a forga proveniente dos batimentos cardiacos.

Areas do bulbo cerebral que medeiam os efeitos simpaticos e vagais
estdo sob a influéncia dos impulsos neurais que se originam nos barorreceptores,
quimmiorreceptores, hipotalamo, cortex cerebral e pele.

Quando ocorre aumento da PA, baroceptores localizados no seio
carotideo e no arco da aorta s&o ativados, iniciando um arco reflexo que resulta em
liberagdo de vasopressina na circulagdo. A vasopressina (AVP) produz potente
vasoconstricdo, contribuindo para a manutencdo da pressao arterial durante
estimulos hipotensores. (GIUSTI-PAIVA ET AL, 2004). Dessa forma, a perfuséo
tecidual esta garantida pela PA estando o individuo em repouso ou em atividade. As
alteracbes no fluxo ocorrem nas diferentes horas do dia e depende do que o
individuo esta fazendo.

A manutencdo da PA e sua variagio momento a momento
dependem de mecanismos de respostas de curto e longo prazo. A regulagéo neuro-
humoral da PA funciona como um arco-reflexo que envolve receptores, aferéncias,
centros de integragao, eferéncias, efetores e hormdnios.

As alteragbes do tonus vascular, que regulam a resisténcia vascular
periférica, dependem de diferentes fatores funcionais, destacando a atividade
simpatica, cujo controle central é feito pelo sistema nervoso autbnomo (SNA) e é
modulada por aferéncias de diferentes reflexos e por substancias que alteram a
constricdo do vaso. Ja é sabido do envolvimento de trés arcos reflexos na
modulacdo da atividade simpatica mediados pelos barorreceptores arteriais,
receptores cardiopulmonares e pelos quimioceptores.

Os barorreceptores arteriais sdo os mais importantes no controle
reflexo da pressao arterial momento a momento. Localizam-se na crosta da aorta e
no seio carotideo e sdo ativados por acdo mecanica de distensdo vascular sendo
determinada pela alteracdo da pressao intravascular que ativam areas do sistema

nervoso central (SNC) e controlam a PA.
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O aumento da PA ativa esses mecanorreceptores e através do nervo
glossofaringeo e vago levam a informacéo para o nucleo do trato solitario (NTS) no
SNC, sendo esta regido considerada a primeira estagdo central de recebimento de
informagbes da periferia. Do NTS neurbnios de segunda e terceira ordem se
projetam para duas areas localizadas no bulbo ventrolateral, sendo a primeira para
neurénios inibitérios localizados no bulbo ventrolateral caudal (CVLM) que se projeta
para neurbnios pré-motores simpaticos para a area rostroventrolateral do bulbo
(RVLM) cujos neurbnios pré-ganglionares se projetam para a coluna intermédio
lateral (IML) da medula espinhal que é a fonte do fluxo simpatico para o coragao e
para os vasos. E a segunda area esta localizada no nucleo ambiguo (NA) e nucleo
motor dorsal do nervo vago que contem corpos celulares de neurdnios preé-
ganglionares parassimpaticos. Sendo assim essas duas areas atuam de maneira a
controlar a frequéncia cardiaca. (DAMPNEY 1994).

Sendo assim, quando ocorre elevacao dos niveis pressoricos, ocorre
uma reducéo reflexa da atividade simpatica e aumento da atividade vagal resultando
em queda da PA. Quando ocorre o inverso, ou seja, queda dos niveis da PA ocorre
entdo uma redugdo do tbnus vagal e um aumento da atividade simpatica.
(DAMPNEY 1994).

O controle reflexo da circulagdo controlado pelos barorreceptores é
também um importante preditor de risco apds eventos cardiovasculares, sendo que a
sensibilidade barorreflexa (SBR) tem sido vista como estratégia para o manejo de
doencas cardiovasculares, sendo que sua redugdo € associada com uma
incompetente regulagcédo da PA e aumento do risco de mortalidade em pacientes com
doencas cardiovasculares. Ja um aumento na SBR ¢é atribuido a uma modulagao
autonémica benéfica da fungao cardiovascular. (FERRER ET AL 1991).

A modulacdo da fungdo autondbmica do coragdo pode ser feita
através de uma ferramenta muito utilizada que é a analise da variabilidade da
frequéncia cardiaca (FC) e da PA. A FC varia batimento a batimento como
consequéncia das adaptagcoes que o SNA promove para manutencido da
homeostase do sistema cardiovascular e sua avaliagao é feita através das variagoes
dos intervalos RR. (TASK FORCE). A analise espectral € uma ferramenta de
pesquisa para avaliagcao da variabilidade da frequéncia cardiaca e tem permitido um

aumento do entendimento do papel do SNA nas diferentes situagdes fisiopatolégicas
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do sistema cardiovascular e é feita através do estudo da poténcia espectral nos
intervalos RR. (TASK FORCE).

A poténcia dos espectros, ou seja, da decomposicdo dos sinais
cardiovasculares é divida em trés faixas ou bandas de frequéncias distintas
chamadas de componentes espectrais. A primeira € alta frequéncia (High Frequency
- HF: 0,75 a 3,00 Hz), baixa frequéncia (Low Frequency - LF: 0,20 a 0,75 Hz) e muito
baixa frequéncia (Very Low Frequency - VLF: < 0,20 Hz) (TASK FORCE, 1996).

Diversas correlagdes fisiologicas sao feitas e estudadas a partir dos
componentes espectrais, sendo que os componentes de alta frequéncia (HF) s&o
obtidos através da atividade do nervo vago, ou do sistema nervoso parassimpatico, o
de muito baixa frequéncia (VLF) é reflexo da atuagao do sistema nervoso simpatico
e parassimpatico e sofre influéncias de outras atividades neuro-humorais (ex.
sistema renina-angiotensina), e os de baixa frequéncia (LF) é decorrente da acgéo
simpatica e parassimpatica sobre o coragdo com predominédncia do simpatico.
(TASK FORCE).

A sepse € um conjunto de reagdes desenvolvidas pelo ser humano
em resposta a algum microrganismo patogénico. E uma sindrome de resposta
inflamatodria sistémica, caracterizada por um conjunto de manifestagdes graves em
todo o organismo, sendo que sua severidade esta no comprometimento dos
diferentes sistemas. (LI ET AL 2007; KERSCHEM ET AL 2007). (OBERHOLZER ET
AL, 2001 WESTPHAL ET AL, 2009).

A sepse permanece como um grande desafio em todo o mundo e
além de ser a principal causa de morte nas unidades de terapia intensiva (UTI) esta
entre as principais causas de morte no mundo. (SALES JUNIOR 2006, REINHART
ET AL, 2013). Mundialmente cerca de 20 a 30 milhdes de pacientes sao atingidos
anualmente e, a cada hora, cerca de 1.000 pessoas e, a cada dia, por volta de 24
mil pessoas morrem de sepse, sendo esta responsavel por cerca de oito milhdes de
morte por ano (REINHART ET AL, 2013).

Com diagnéstico dificil, ela é tardiamente diagnosticada, visto que
febre, taquicardia, taquipneia ou alteracbes na contagem de leucécitos ndo sao
especificas para sepse. (REINHART ET AL, 2013). Pode-se manifestar em trés
estagios progressivos sendo o primeiro, a Sindrome da Resposta Inflamatéria
Sistémica (SIRS), caracterizada por alteracdes na temperatura corporal (38°C < T<

36°C), Taquicardia (batimentos > 90bpm), taquipneia (Fr > 20cpm) e alteragdes nas
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contagens de leucdcitos (12.000 < leuc < 4.000, o segundo a sepse grave (sepse +
comprometimento de uma ou mais fungao organica) e o terceiro o choque séptico
que € a associacdo da sepse com hipotensdo refrataria a reposicdo volémica.
(BONE ET AL, 1992, ALBERTI ET AL, 2003, DAVID, 2004 e DIAS 2013).

No quadro de sepse devem ser avaliados e tratados trés
mecanismos distintos, porém interligados que sao o foco infeccioso, as alteragdes
hemodindmicas e a resposta inflamatdria. O tratamento da sepse é feito por
antibidticos e farmacos que irdo atuar nas alteragdes cardiovasculares. (BONE ET
AL 1992, FRACASSO 2008).

As infecgbes por bactérias gram-positivas sdo menos frequentes do
que as com gram-negativas ou endotoxinas. Essa sindrome €& caracterizada por
hipotensao, disfuncdo sistémica, hipoperfusdo de tecidos podendo levar a morte
celular e comprometimento renal e pulmonar (PARRILO 1993). De tal modo que, a
maior parte dos estudos clinicos e experimentais refere-se a sepse causada pelas
bactérias Gram-negativas ou por endotoxemia.

O lipopolissacarideo (LPS) € o principal componente da parede
celular de bactérias gram-negativas, é responsavel pelo dano tecidual e por produzir
no homem e em animais em experimentacdo o estado de choque séptico, sendo o
seu alvo principal o endotélio vascular. (BANNERMAN AND GOLDBLUM, 2003;
BUTENSHOEN ET AL, 2010). O LPS é responsavel pela ativagdo de mediadores
endbégenos secretados por células inflamatérias ativadas, principalmente os
macrofagos, fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8) entre
outras. (ABBAS, 2004, CORREIA ET AL, 2008, BENJAMIM 2001).

Amplamente utilizado no estudo da sepse o LPS mimetiza os efeitos
observados nos casos de sepse e choque séptico como, por exemplo, as alteracdes
cardiovasculares e hemodindmicas, diminuigao do débito urinario,
hiporresponsividade aos agentes vasoconstritores e grande quantidade de citocinas
produzidas, entre outros (BENJAMIM 2001, (CHROUSOS, 1995, HADDAD ET al.,
2002, LICINIO AND WONG, 1997, MCCANN ET al., 1994 and TURNBULL AND
RIVIER, 1999, WICHTERMAN ET al. 1980. MICHIE ET al. 1988). Sua infusdo
também causa injuria renal, incluindo queda na taxa de filtragdo (CUNNINGHAM ET
AL. 2004; TIWARI ET AL. 2005, KNOTEK ET AL. 2001), o que torna a infuséo de
LPS uma ferramenta util para compreender a trajetéria complexa da sepse. (DOI
2009).
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A resposta do organismo a endotoxemia inclui mudangas
hemodinamicas e a liberagao de hormbénios como a adrenocorticotropina (ACTH),
vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) (RIVIER ET al. 1989). Essas compensacdes
sao importantes para a homeostasia cardiovascular, modulacdo inflamatéria e
controle da temperatura corporal (McCANN ET al.,, 2000). Além disso, AVP e
glicocorticoides sao usados na clinica como tratamento para a sepse em humanos
(GIUSTI-PAIVA ET AL 2004).

A sequéncia de eventos cardiovasculares durante a septicemia por
LPS é complexa, mas pode ser vista como uma vasodilatagdo generalizada, o que
leva ao final ao colapso circulatério devido a dois fatores: aumentada producéo de
oxido nitrico e sensibilidade diminuida aos agentes vasoconstritores enddgenos
(NAVA ET al. 1992; MAYEUX, 1997; WOLKOW, 1998.).

A ativacdo simpatica prejudicada durante a septicemia parece
desempenhar um papel importante no desenvolvimento do choque séptico. Annane
e colaboradores (1999) tém demonstrado que o choque séptico é caracterizado por
altas concentracdes nas catecolaminas circulantes, mas com modulacdo simpatica
prejudicada tanto nos vasos quanto no coragao, sugerindo que a alteragdo na
regulacao autondmica central contribui para a faléncia circulatéria.

A literatura tem mostrado que durante a sepse, certas areas do
sistema nervoso central sdo ativadas e possuem papel relevante no
desenvolvimento das adaptacbes fisiopatolégicas frente ao desafio imunoldgico.
Dentre essas areas algumas apresentam participagdo chave, como o nucleo supra-
optico (SON) e o nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), que estao envolvidos
na liberacdo de arginina vasopressina (AVP) e horménio adrenocorticotrofico
(ACTH), as quais estdo aumentadas nas fases iniciais da sepse (RIVIER, 2003;
CORREA ET AL., 2007).

O nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) esta envolvido no
controle central do sistema cardiovascular e € o principal local de integracdo da
funcdo autondmica na manutencdo da homeostase (DAMPNEY, 1994; BADOER,
2001) e também no controle da pressao arterial (MARTINS-PINGE ET AL, 2013).
No PVN, varios neurotransmissores participam da regulagdo cardiovascular como o
glutamato que aumenta a atividade nervosa simpatica, e o acido gama-aminobutirico
(GABA) que reduz. (GABOR E LEENEN, 2012, XU ET AL 2011; KC, 2010).
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O PVN esta localizado ao redor do terceiro ventriculo ocupando
menos de um terco de mm?, e possui oito subdivisdes que sdo claramente distintas,
sendo trés delas magnocelulares e cinco parvocelulares.

A parte magnocelular é dividida em anterior, media e posterior sendo
que a posterior € a maior e seria essa parte de correspondéncia da divisao
magnocelular. A divisdo parvocelualr consiste em cinco divisdbes distintas, a
periventricular, anterior, medial, dorsal e lateral cada qual com células de formas e
acgdes diferentes. A porgdo magnocelular € responsavel por sintetizar, transportar e
secretar os horménios da neurohipdfise ocitocina e vasopressina (SWANSON &
SAWCHENKO, 1983), regular o balanco hidrico, a fungao cardiovascular, o trabalho
de parto e a lactagdo (BUSNARDO ET AL, 2009). O estimulo para liberagcao de
vasopressina é a queda da presséao arterial ou do volume sanguineo e o aumento da
osmolalidade do sangue, levando ao aumento de reabsor¢do de agua pelos rins
sendo assim um potente agente vasoconstritor. (CUNINGHAM ET al., 2004 BISSET
& CHOWDREY, 1988).

Os neurdnios hipotalamicos magnocelulares recebem inervagao
glutamatérgica, sendo que o glutamato (L-glu) € um aminoacido importante em
quase todas as sinapses cerebrais e € um neurotransmissor excitatério do sistema
nervoso central (SNC) (DANBOLT 2001). Segundo Busnardo (2009) os subtipos de
receptores glutamatérgicos que medeiam respostas cardiovasculares a microinjegao
de L-glu no PVN tém sido estudados amplamente. Para KANAAN ET AL (1989) a
microinjec¢ao do L-glu no PVN leva a um aumento da pressao arterial e da frequéncia
cardiaca.

Os receptores glutamatérgicos sédo divididos em dois tipos: os
ionotropicos e os matabotrépicos. Cada subtipo de canal funcional do glutamato é
composto por uma familia de genes. Os ionotropicos sao classificados de acordo
com seus receptores de canais idnicos e sdo conhecidos como N-methil-D-aspartato
(NMDA), os ndo NMDA, Cainato (KA) e a-amino-3-hydroxy-5-metil-4-isoxazol
propionato (AMPA). Os receptores metabotropicos do glutamato (mGlu) estdo
acoplados a proteina G ativando segundo mensageiro. Podem afetar tanto outros
canais ibnicos como alguns processos celulares. (MAYER e ARMSTRONG, 2004.).

A porgao parvocelualr, além de regular a fungédo da adenohipdfise,
esta conectada a areas do cérebro que sao responsaveis pela funcdo nervosa
simpatica. (SWANSON & KUYPERS, 1980). Os neurbnios parvocelulares tem
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conecgao direta com a area rostroventrolateral do bulbo (RVLM) cuja regiao é
responsavel pela atividade simpatica, controle do tdbnus vascular assim como os
reflexos dos baroceptores e quimioceptores cardiopulmonares (DAMPNEY, 1994).
Esses neurbnios também tém projegdes diretas para a coluna intermédio lateral da
medula onde estdo localizados os motoneurbnios simpaticos pré-ganglionares.
(DAMPNEY, 1994, BADOER 2001, MASTELARI et al., 2011).

A vasopressina é conhecida também como hormdnio antidiurético
(ADH), e € produzida pelo nucleo supra-quiasmatico do hipotalamo, nucleo supra-
optico e pela divisdo magnocelular do PVN, sendo liberada pela hipofise posterior.
Sua fungao principal é regular o equilibrio hidroeletrolitico (TONELLI ET AL, 2001).

A interagdo entre os estimulos osmoticos e volémicos levam ao
controle do balanco hidrico, sendo que alteragcdes na pressao osmoética ativam
osmorreceptores localizados no hipotalamo anterior que quando percebem um
aumento da osmolalidade, estimulam a secrecdo do ADH que leva ao aumento da
reabsor¢gado de agua nos tubulos renais, sendo que esse mecanismo também leva ao
aumento da ingestéo hidrica pela ativagdo do centro da sede. Ja em casos de uma
reducdo da osmolalidade ocorre uma supressao da secreciao de ADH levando ao
aumento da excrecgao renal (NAVES ET AL, 2003).

A secrecao de AVP esta aumentada na fase inicial da sepse visando
o restabelecimento da pressao arterial (SHIMIZU ET AL, 2009). Porém em alguns
seres humanos com choque séptico adiantado os vasos séo sensiveis aos efeitos
vasoconstritores da AVP exdgena, o que leva a entender que os niveis plasmaticos
desse hormdnio estdo muito abaixo nesses pacientes, quando comparados com
pacientes com choque cardiogénico com mesmos niveis de pressao. (LANDRY ET
AL, 2007, CARNIO ET AL, 2005). Esses dados sugerem que as alteragdes nos
niveis de AVP nao sao devidas as alteragbes da pressao arterial, mas sim a outros
mecanismos do choque séptico. (CARNIO ET AL, 2005).

Um trabalho publicado recentemente demonstrou que a
neurotransmissao pelo glutamato no PVN parece envolver dois mecanismos
periféricos distintos para o aumento observado na presséao arterial: um envolvendo a
ativagdo simpatica e mediado pelos receptores NMDA, e outro utilizando a liberag&o
de vasopressina e mediado pelos receptores ndo NMDA (BUSNARDO ET al., 2009).
Sabe-se entdo que durante a endotoxemia ou sepse tem-se uma grande liberagcao

de vasopressina, e que nao existem dados na literatura que identifiquem o subtipo
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de receptor glutamatérgico que durante a endotoxemia por LPS leva a liberacéo de
vasopressina, e se 0s mesmos participariam nas respostas cardiovasculares e

autonémicas a injecdo endovenosa de LPS.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

Analisar o envolvimento dos subtipos de receptores para o glutamato
no nucleo paraventricular do hipotalamo nas respostas cardiovasculares e
autondémicas, bem com a liberacdo de vasopressina em animais submetidos a

endotoxemia por LPS.

2.2  Especificos:

Verificar os efeitos cardiovasculares em ratos submetidos a
endotoxemia por administracdo endovenosa de LPS e tratados previamente com
salina, LY235959 (inibidor do receptor NMDA) ou NBQX (inibidor do receptor néo
NMDA) no PVN de ratos acordados.

Analisar os efeitos autonédmicos em ratos submetidos a endotoxemia
por administracdo endovenosa de LPS e tratados previamente com salina,
LY235959 ou NBQX no PVN de ratos acordados.

Dosar os niveis de vasopressina em todos os grupos experimentais

apos 2 horas da administracdo de LPS.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas (CIF) do Centro de Ciéncias Biolégicas (CCB) da Universidade Estadual
de Londrina (UEL) e todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da universidade (CEEA; processo n°
16370.2012.27).

3.1 ANIMAIS

Para este trabalho foram utilizados ratos Wistar, provenientes do
biotério central da Universidade Estadual de Londrina (UEL). O peso dos animais foi
padronizado entre 280 a 320g e, foram colocados em gaiolas coletivas (maximo de 5
animais) a temperatura de 21 °C * 2 com ciclo claro/escuro de 12 h. Agua e racéo
fornecidas “ad libitum”, e os animais eram mantidos no biotério setorial do CIF da
UEL.

3.2 IMPLANTE DE CANULAS-GUIA DIRECIONADAS AO PVN

A metodologia de implante crénico de canulas-guia direcionadas ao
PVN foi de acordo com de Abreu e colaboradores (2009). Inicialmente os ratos foram
anestesiados com tribromoetanol (Aldrich, Milwaukee, WI) 2,5% (250mg/kg, i.p.) e
postos em decubito ventral em um aparelho estereotaxico (Insight). A barra incisiva
foi posicionada 5,0 mm abaixo da linha interaural. Em seguida, foi realizada a
tricotomia da cabecga seguida de abertura da pele no sentido rostro caudal, deixando
em evidéncia a sutura bregma. A seguir, foram produzidos dois orificios bilaterais e
equidistantes da linha média, para o implante das canulas-guia, cujas coordenadas
estereotaxicas (PAXINOS & WATSON, 1986) utilizaram como referéncia a sutura
bregma (AP= -1,7 mm, L= 0,5 mm; DV= 7,6 mm). A torre foi posicionada sem
inclinagao (0 grau). Para dar suporte as canulas-guia, utilizou-se uma peca (“pé de
pato”) com encaixe entalhado para as canulas-guia. Estas foram separadas por uma
distancia de 1(um) mm. Foram fixados no cranio do animal dois parafusos pequenos,
um em cada extremidade da abertura no sentido rostro-caudal, com o objetivo de

reforcar a fixagdo das canulas-guia pelo acrilico. Essas canulas foram fixadas no
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cranio com resina acrilica. Apés a completa fixacdo da canula, a torre do
estereotaxico foi removida e com o objetivo de ndo obstruir as canulas-guia até a
realizacdo dos experimentos, foi introduzida nas mesmas um oclusor. Em seguida
retirou-se o animal do aparelho estereotaxico e como medida profilatica, apos a
cirurgia cerebral foi administrada uma dose de poli-antibiético veterinario com
estreptomicina e penicilina por via intramuscular. O animal retornou ao biotério e la

permaneceu por 3 (trés) dias para recuperagéo da cirurgia.

3.3  CANULACAO DA ARTERIA E VEIA FEMORAIS

Apos os 3 dias de recuperagao da cirurgia cerebral, os animais
foram submetidos a nova cirurgia sob anestesia de Tribromoethanol 2,5% (250
mg/kg, i.p), para implantacédo de cateteres na artéria e veia femorais. O cateter foi
constituido por segmento de polietilieno PE-10 (4-5 cm) soldado a um segmento de
polietileno PE-50 (12-13 cm), previamente preenchido com solu¢do salina 0,9% e
anticoagulante (15 U/mL de heparina em solugdo salina) e obstruido com um oclusor

Para a canulagao, foi feita uma incisdo de aproximadamente 7mm
na fossa iliaca direita do animal e a artéria femoral direita foi dissecada. Um fio de
algodao foi utilizado para isolar a regido distal da artéria femoral e uma pinga
hemostatica foi colocada nela, obstruindo o fluxo arterial temporariamente. Em
seguida, um pequeno corte foi feito na artéria femoral e o cateter foi introduzido
cuidadosamente e amarrado na artéria. Apds esse procedimento, o cateter foi
exteriorizado na regido dorsal do animal através de um trocater, por via subcuténea
e fixada a pele do animal por sutura cirurgica. Para a administragdo de drogas, um
cateter similar foi introduzido na veia femoral com o mesmo método descrito para a
artéria femoral.

Os animais foram mantidos em caixas individuais durante todo o
periodo pos-operatério. O cateter arterial foi utilizado para o registro da pressao

arterial e o cateter venoso para administragao de LPS.

34 REGISTROS DA PRESSAO ARTERIAL

Apos 24 horas da canulagdo, os animais foram submetidos ao

registro basal da pressao arterial, seguido do protocolo experimental. O registro



26

direto da pressao arterial foi realizado através de uma céanula previamente
implantada na artéria femoral. O registro foi feito com os animais nao anestesiados e
com livre movimentagdo em caixas individuais, sendo registrado um animal por vez.
A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de pressdo (Powerlab
modelo MLTO0380) e conectado a um sistema de registro computadorizado
(Powerlab/ ADInstruments). Durante o periodo de registro (aproximadamente 3
horas) os animais foram mantidos dentro de caixas individuais em ambiente
silencioso. Experimentos pilotos ja evidenciaram que os procedimentos utilizados
neste trabalho ndo causam reagdes dolorosas ou outro tipo de comportamento que
interfira no registro cardiovascular ou que nao seja previsivel pela administragao de

certas substancias no PVN.

3.5 INDUCAO DE ENDOTOXEMIA

Para a indugdo da endotoxemia foi administrada em bolus por via
endovenosa uma dose de Lipopolissacaride de Escherichia coli (LPS) sorotipo 026:
B6 na dose de 5 mg/kg, segundo trabalho prévio do nosso laboratério (Mehanna et

al., 2007), 5 minutos ap6s a microinjecao no PVN de salina, LY ou NBQX.

3.6 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Apos 24 horas da canulagdo, os animais foram submetidos ao
registro basal da presséao arterial, seguido do protocolo experimental. Inicialmente foi
feito o registro basal (cerca de 30 minutos) desses animais para adaptagéo e seguiu-

se com a avaliacio cardiovascular.

3.6.1 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos inicialmente em dois grandes grupos
sendo o primeiro o grupo controle, que € o grupo que recebeu salina endovenosa; e
0 segundo o tratado, ou seja, aquele que recebeu LPS endovenoso. Apds essa
divisdo os grupos foram subdivididos de acordo com as substéncias administradas
no PVN que foram: LY235959,antagonista do receptor NMDA, 2nmol/100 nl,
BUSNARDO 2009 (Tocris, Westwoods Business Park Ellisville, MO, USA) ou NBQX,
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antagonista do receptor ndo NMDA, 2nmol/100 nl BUSNARDO 2009 (Tocris,
Westwoods Business Park Ellisvile, MO, USA), ou salina fisiolégica (100 nl),

totalizando 6 grupos experimentais.

3.6.2 Analise da Pressao Arterial

No dia do experimento o animal foi mantido em gaiola individual, em

ambiente silencioso e desprovido de estimulos estressantes.

3.6.3 Registro do Grupo Controle

Apds o registro basal, os animais do grupo controle receberam
microinje¢des bilaterais de 100nL no PVN das seguintes drogas: solugdo salina
(NaCl 0,9%), Ly 235959 (2nM) ou NBQM (2nM). Apéds cinco minutos de registro, os
animais receberam endovenosamente (in bolus) solugdo salina 1mL/kg. A avaliagéo

cardiovascular foi registrada por 2 horas.

3.6.4 Registro do Grupo Tratado

Apds o registro basal, os animais do grupo controle receberam
microinje¢des bilaterais de 100nL no PVN das seguintes drogas: solugdo salina
(NaCl 0,9%), Ly 235959 (2nM) ou NBQM (2nM). Apéds cinco minutos de registro, os
animais receberam endovenosamente (in bolus) LPS de Escherichia coli sorotipo

026:B6 (5mg/kg). A avaliacédo cardiovascular foi registrada por 2 horas.

3.7  ADMINISTRACAO DE BICUCULINA no PVN

A bicuculina (BIC) é um antagonista gabaérgico, O acido gama-
aminobutirico (GABA) é um neurotransmissor inibidor em todo o sistema nervoso
central. A microinjecdo no PVN de BIC faz com que o animal apresente
comportamento de auto-limpeza e busca pela caixa sem sinais de agressividade,
promove também taquicardia e aumento da PA.

Todos os animais de todos os grupos experimentais ao final do

protocolo experimental receberam centralmente a administragdo bilateral de
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Bicuculina (2nM), apds a qual foi realizado registro por 15 minutos. O objetivo era

obter uma marcacgao funcional do PVN.

3.8  MARCACAO E HISTOLOGIA DO CEREBRO

No final dos experimentos os animais foram eutanasiados com uma
sobre dose de anestésico e logo em seguida, os sitios de microinjecdo foram
marcados com uma solugdo de Azul de Evans 2%, num volume de 100 nanolitros
(nl). O cérebro do animal foi retirado e colocado em formalina 10 % para posterior
corte histolégico e analise das laminas. O cérebro foi seccionado em criostato
através de cortes de 25 ym para a regido do PVN. Os cortes obtidos foram
posicionados em laminas de vidro e corados pela técnica do vermelho neutro 1%.
Somente os animais que tiveram os sitios marcados na area do PVN (PAXINOS &

WATSON, 1998) foram considerados como animal experimental.

3.9 ANALISE ESPECTRAL DA VARIABILIDADE DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA E DA
FREQUENCIA CARDIACA (VFC)

A anadlise da variabilidade do intervalo de pulso (IP) e presséo
arterial sistolica (PAS) no dominio da frequéncia foi realizada utilizando-se o
programa computacional CardioSeries v2. 4 (http://www.danielpenteado.com)
(TEZINI et al., 2013). Uma vez que o programa computacional ndo realiza aquisi¢ao
de dados, registros de PA, com no minimo 10 minutos de duragédo, foram
processados pelo programa computacional LabChart 7.0 (ADinstruments, Bella
Vista, Australia), o qual é capaz de detectar pontos de inflexdo nos pulsos de
pressao e gerar séries, batimento-a-batimento, com valores de IP e PAS para cada
ciclo cardiaco.

As séries temporais, batimento-a-batimento, com valores de IP e
PAS foram reamostradas em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpolagado cubica
do tipo spline, para regularizacdo do intervalo de tempo entre os batimentos. As
séries com valores interpolados de IP e PAS foram divididas em segmentos com 512
valores cada, com sobreposi¢cao de 50% (Protocolo de Welch). A estacionariedade
dos valores de IP e PAS de cada segmento foi examinada visualmente e os

segmentos com artefatos ou transientes foram excluidos.
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Apos a inspecao visual dos segmentos com valores interpolados de
IP e PAS, os segmentos considerados adequados foram integrados em bandas de
baixa frequéncia (LF: 0,20 - 0,75 Hz) e alta frequéncia (HF: 0,75 - 3,00 Hz), e os
resultados foram expressos em unidades absolutas (ms? ou mmHg?) e normalizadas
(un). Os valores normalizados foram obtidos por meio do calculo da poténcia relativa
das bandas de LF e HF levando em consideragdo a poténcia total de espectro
menos a poténcia da banda de muito baixa frequéncia (VLF: < 0,20 Hz). Para avaliar
o balango simpatovagal cardiaco, calculou-se a razdo entre a poténcia das bandas
de LF e HF (LF/HF) do espectro do IP.

3.10 ANALISE DO BARORREFLEXO ESPONTANEO

A sensibilidade barorreflexa (SBR) foi avaliada no dominio do tempo
por meio do Método da Sequéncia. Utilizando-se o programa computacional
CardioSeries v2. 4 (http://www.danielpenteado.com), séries temporais batimento-a-
batimento com valores de IP e PAS foram utilizadas para analise da SBR. As séries
temporais foram analisadas em busca de sequéncias de quatro ou mais batimentos
nos quais aumentos progressivos da PAS foram acompanhados por aumentos
progressivos do IP, ou redugdes progressivas da PAS foram acompanhadas por
reducdes progressivas do IP. Para deteccdo das alteragdes da PAS e do IP foram
utilizados os limiares de 0 mmHg e 0 ms, respectivamente. Apds deteccdo de uma
rampa de PAS (sequéncia de quatro ou mais batimentos nos quais aumentos ou
reducdes progressivas da PAS foram acompanhados, ou ndo, de aumentos ou
reducdes do IP), o programa computacional buscava por alteragdes no IP sem
qualquer intervalo, ou seja, delay de zero batimentos. Uma sequéncia barorreflexa
so6 foi utilizada quando o coeficiente de correlacao (r) entre os valores de PAS e IP
foi maior ou igual a 0,8. A SBR foi determinada a partir da média da inclinagcdo da
reta da regressdo linear entre os valores de PAS e IP de cada sequéncia

barorreflexa encontrada.
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3.11 DOSAGEM DE VASOPRESSINA

A vasopressina foi dosada utilizando o plasma sanguineo coletado e
quantificada através do método de radioimunoensaio (RIE). Esse procedimento foi
realizado em colaboragao do prof Dr José Antunes Rodrigues da FMRP/USP-RP.

A concentracao plasmatica do hormdénio AVP ocorre apds a extragao
da mesma, segundo as técnicas descritas por Morris e Alexander (1989). A extragéo
do horménio AVP ¢ realizada com acetona e éter de petréleo. No RIE, é utilizado
anticorpo de coelho anti-AVP e peptideos marcados com '?°l. O horménio marcado é
separado do ndao marcado com o auxilio da técnica de anticorpo secundario
(anticorpo antigamaglobulina de coelho produzido em cabra) especificos para o
horménio analisado. Por fim, polietilenoglicol (PEG 6,25% ou 12,5% para AVP) é
utilizado para a precipitagdo do complexo hormoénio-anticorpo formado. A
radioatividade no precipitado é determinada com o auxilio de um contador gama
(Auto-Gama Counting System Cobra Il da Instrument Company, Packard, USA).

Todos os dados foram expressos em pg/ml de plasma.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o
programa estatistico “INSTAT” (GraphPad, San Diego, CA). Os resultados foram
expressos como meédia + erro padrdo da média (EPM). As comparagdes entre
controle e tratado foram analisadas pela analise de Variédncia (ANOVA) two way
seguida do pdés-teste de Bonferroni considerando as diferengas significantes para

um valor de p<0,05.

3.13 ANALISE DOS DADOS

Os grupos foram analisados separadamente em grupos controle
(salina periférica) e grupo com LPS.

A analise dos efeitos pelo tempo de registro foi subdividido em 3
fases, ja que de acordo com dados prévios do nosso laboratorio (Mehanna et al.,
2007) observou-se que as alteragbes agudas nas variaveis analisadas de pressao

arterial e frequéncia cardiaca ocorriam nos 5 minutos apds a infusdo endovenosa de
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LPS sendo essa fase denominada fase 1, a fase 2 aos 25 minutos e a fase 3 aos 50
minutos apos a infusao de LPS.

Para analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca e da
pressao arterial bem como para analise do barorreflexo espontaneo foi utilizado o
tempo de 50 minutos apds a administragao periférica de salina 0,9% ou LPS.

Para a dosagem de vasopressina foi utilizado o plasma congelado
em freezer -20°C, cujo sangue coletado ao final do experimento direto da artéria
femoral ja canulada foi centrifugado por 20 minutos em uma temperatura de 4°C em
3000rpm.
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4 RESULTADOS

Os grupos analisados foram divididos em controle (salina) e LPS. A
analise dos efeitos pelo tempo de registro foi subdividido em 3 fases, ja que de
acordo com dados prévios do nosso laboratério (Mehanna et al., 2007) observou-se
que as principais alteragbes nas variaveis analisadas de pressao arterial e
frequéncia cardiaca ocorriam nos 5 minutos apos a infusdo endovenosa de LPS
sendo essa fase denominada fase 1, a fase 2 aos 25 minutos e a fase 3 aos 50
minutos apos a infusao de LPS, além disso, utilizamos esses mesmos tempos para
analise do grupo controle.

A confirmacéo do sitio de microinjec&o bilateral no PVN foi realizada
através da visualizagao de corte histolégico, corado com azul de Evans, auxilio do
Atlas Paxinos & Watson (1998) e somente os ratos com marcagéo da microinjecao
na area do PVN foram considerados para analise. O esquema representativo
encontra-se na Figura 1.

O periodo de registro basal dos animais foi de aproximadamente 30
min e ndo houve diferenga em nenhum dos grupos analisados tanto para a pressao
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), pressao arterial sistolica (PAS) como
também na presséo arterial diastélica (PAD).(Tabela 1). Os efeitos, para as mesmas
variaveis, apdés administracdo central de salina, LY (antagonista dos receptores
NMDA) ou NBQX (antagonista dos receptores nao-NMDA) nos grupos controle e
LPS estao apresentados nas figuras 2 e 3, respectivamente.

Na analise das alteragbes cardiovasculares, no grupo controle,

observamos taquicardia na Fase 1 de todos os grupos e nas Fases 2 e 3 do grupo
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Figura 1. Representacdo esquematica baseada no atlas Paxinos and Watson (1986) dos locais de microinjecdo em cortes
seriados do rostral (1,4mm) para caudal (2,12mm) da regido do ndcleo paraventricular do hipotalamo (FVN)
(@ ) Microinjecdo dentro do PVN. 3V (terceiro ventriculo) & AH (hipotalamo anterior).
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Tabela 1. Valores basais de pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), pressdo

arterial sistlica (PAS), e pressdo arterial diastolica (PAD) em animais acordados de todos 0s grupos

experimentals,

Central

salina

Ly

NBQX

Salina LPS

=08 (=07)

Salina LPS

=0 (rel0)

Salina LPS

w0 ()

Valores basais

PAM, mmHg
FC, bpm
PAS, mmHg

PAD, mmHg

109,620,1 107,120

369.2:11 391,5:12

13467 135,544

63217 86,413

1772 102147

606211 317497

14794 127122

7837 831531

1063212 98,6242

406.2:17T 3677411

1366:43 123837

64,953 60,012
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Figura 2. Alteracdes cardiovasculares dos grupos que receberam endovenosamente de salina.(grupo
salina (n=08), grupo LY (n=10) e grupo NBQX (n=07). Pressdo Artterial Media (PAM), Frequéncia
Cardiaca (FC), Pressdo Arterial Sistolica (PAS) e Pressdo Artenial Diastolica (PAD).

* Comparacdo com relagdo ao basal (valores de p 2 p<0,05% p<0,01™ e p<0,001™

# Comparacao com o grupo salina (valor de p = p<0,05%)
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Figura 3. Alteracdes cardiovasculares dos grupos gue receberam endovenosamente LPS.(Grupo salina
(n=11), grupo LY (n=10), grupa NBQX (n=14). Pressdo Arterial Média (PAM), Frequéncia Cardiaca (FC),
Pressdo Arterial Sistdlica (FAS) e Pressdo Arterial Diastdlica (FAD).

* Comparacdo com relagdo ao basal (valores de p > p<0,05%; p<0,01" e p< 0,001™*

# Comparacdo com o grupo salina (valor de p > p<0,05%; p< 0,01%#)
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LY quando comparado com os valores basais. Quando analisado esses grupos nas
diferentes fases observamos que apenas o grupo LY apresenta aumento da PAS na
Fase 2 e da PAD nas fases 2 e 3.

Na analise dos parametros cardiovasculares do grupo que recebeu
LPS observamos uma hipotensao no grupo LY nas fases 1 e 3. Taquicardia na fase
1 dos grupos salina e LY, na fase 2 do grupo LY e na fase 3 dos grupos salinae LY.
Na PAS observamos hipotensdo no grupo LY na fase 1 e na PAD hipotensdo no
grupo LY na fase 3.

Os niveis plasmaticos de vasopressina apds a administracao de LPS
estdo aumentados nos grupos salina e NBQX. Entretanto, quando comparamos os
valores entre os grupos Ly observa-se que n&o ha alteragdo na concentracéo de
vasopressina apos a administracdo de LPS. Por outro lado, a administragdo de
NBQX nao preveniu o aumento de vasopressina no grupo LPS comparado ao
controle (figura 4).

Na analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca e da
pressao arterial, observamos que nos parametros da PAS houve um aumento dos
componentes de variancia e LF do grupo controle NBQX quando comparado ao
grupo controle salina e aumento do componente HF do grupo LPS- NBQX quando
comparado ao grupo LPS salina (tabela 2).

Ja quando comparado os grupos LY observamos aumento da
variancia no grupo LPS e nos grupos NBQX ocorre uma diminuicdo do componente
LF no grupo LPS (tabela 2).
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Figura 4 Concentracdo plasmatica de vasopressina. (Grupos experimentais CONTROLE (salina
n=06_ LY n= 08 e NBQX n=08), grupos experimentais LPS ( salinan=08, LY n=07 & NBQX n=11)
Comparacdo dos grupos com o grupo salina. (*** valor de p=0.001; e *p=< 0.05)

Tabela 2. Andlise espectral da variabilidade do intervalo de pulso (IP) e da Pressdo Arterial Sistdlica (PAS)

Salina LY NBQX

Salina LPS Salina LPS Salina LPS

(n=07)  (n=07) (n=10) (n=10) (n=07) (n=11)
Parametros Espectrais; PAS
Variancia, mmHg? 19,6439 31,132 19,7+ 3,8 33,544, 68 39,7+6,2% 35455
LF, mmHg? 36412 24405 40406 3.07:11 16,7+2* 8,842
HF, mmHg? 24104 34414 20804 97431 54415 15,443
Parametros Espectrais , IP
ariancia, ms? 3M+195 19462 52+10,8% 1246 9% 47, 7+10,9 12, 8184
LF, ms? 1,741 0,0740,1 1,9¢0,4  0.110,3 0.441,62 0,103
LF, nu 24 55,8 13445 3646 12,585 34 25854 11£3,8
HF, ms? 1,81 0,5:0,3 27£19 10,3 31,7 1,911
HF, nu 75,5¢5,7 87+4.2 B4+d. 6 87 545 3 75:5.4 89+3.8
LF/HF 0,640,2 0,2+0,07 0,64+0,1 ,1540,1 0,440,2 0,1+0,06

Comparacdo com grupo salina onde *p=<0,05; ™ p=<0.01.

Comparacio entre o grupo salina com seu respectivo grupo LPS onde ##p<0,01 e ###p< 0,001
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Nos parametros espectrais do Intervalo de Pulso (IP) observamos
nos grupos controle aumento da variancia do grupo LY quando comparado ao grupo
salina (tabela 2).

Quando comparamos os grupos LY observamos diminuicdo da
variancia e do componente LF e aumento do componente HF do grupo LPS. E nos
grupos NBQX observamos diminuigdo da variancia no grupo LPS (tabela 2).

Na analise do barorreflexo espontédneo desses animais observa-se
uma redugdo no ganho total dos grupos salina (p<0,001) e Ly (p<0,05) apds a
administragao de LPS endovenosamente quando comparado ao grupo salina, porém
sem diferenga no grupo NBQX. Ja no ganho de subida verificou-se uma diminuigéo
no ganho nos trés grupos analisados ap6s o LPS. No ganho de descida observa-se
uma redugao nos valores dos grupos salina e Ly e sem alteragdes no grupo NBQX.
Ja o indice da efetividade do baroreflexo ndo se alterou pela administragcao de LPS.

Os resultados do baroreflexo espontaneo podem ser observados na figura 5.
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Figura 5. Analise do Baromreflexo espontaneo. Grupos Experimentais SALINA (salina n=08, LY n=08, NBQX
n=T) grupos experimentais LPS (salina n=07, LY n=07 & NBQX n=09).

Comparacdo dos grupos com o grupo salina. (™ valor de p<0,001; e **p< 0,01 * p<0,03)
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou que a inje¢do endovenosa de LPS leva
a uma queda na pressao arterial acompanhada de taquicardia. Esses efeitos foram
inalterados pelo bloqueio dos receptores NMDA e apds a microinje¢cao de inibidor
nao NMDA ocorreu a reversao da hipotensdo em hipertensado nas 2 primeiras fases,
sem alteracdo na taquicardia. Além disso, observou-se que a administracao de LPS
leva a um aumento nos niveis plasmaticos de vasopressina. O ganho baroreflexo
espontaneo apresentou grande diminuicdo nos grupos que receberam LPS e o
bloqueio ndo NMDA no PVN impediu essa queda. Os dados da modulagao
autondmica mostraram que a administracdo de LPS ndo promoveu alteragdes em
nenhum dos componentes espectrais, porém os valores do IP apresentaram uma
tendéncia a queda. A administragao de Ly no PVN de animais com LPS levou a uma
queda significante na variancia e no componente simpatico e aumento no
componente parassimpatico do IP além de um aumento na variancia na PAS. O
bloqueio ndo NMDA com NBQX levou a uma queda na variancia do IP de forma
significante, sem alterar os outros componentes. Dessa forma, nossos dados
permitem sugerir que os efeitos hipotensores provocados pela endotoxemia sdo em
parte devido a ativacdo dos receptores ndo NMDA no PVN e, a liberacdo de
vasopressina estimulada por LPS se deve em parte por ativagcado do receptor NMDA
no PVN.

A sepse é a principal causa de morte dentro das Unidades de
Terapia Intensiva. (CARVALHO ET AL 2010, GASTMEIER ET AL, 1998, GERLACH
2003). Com isso, diversos estudos estao sendo feitos visando o entendimento desta
doenga tanto para melhora do prognéstico dos pacientes como para prevengao de
casos letais. A sepse € caracterizada por hipotensdo, diminuicdo da resisténcia
vascular periférica, aumento do débito cardiaco, sensibilidade diminuida aos agentes
vasoconstritores enddégenos e aumento da mortalidade. (PARRILO, 2003, NAVA ET
al. 1992; MAYEUX, 1997; WOLKOW, 1998.). Os nossos achados, onde foram
observadas hipotensdao e taquicardia nos animais que receberam LPS
endovenosamente, corroboram com a literatura.

Nossos dados sugerem que a hipotensdo devido a inje¢cdo de LPS
ocorreu devido a uma ativagao dos receptores ndo NMDA, ja que foi revertida pelo

bloqueio com NBQX no PVN. N&o foram encontrados na literatura dados que
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mostrem a atividade desses receptores em casos de endotoxemia. No trabalho de Li
e colaboradores (2006), eles observaram que a microinjecao unilateral de NMDA no
PVN levou a um aumento da pressao arterial média e da frequéncia cardiaca e essa
resposta foi atenuada apds administragdo do antagonista AP-5. Porém quando
administrado apenas o AP-5 no PVN observou-se pouco efeito sobre a pressao
arterial e a frequéncia cardiaca bem como na atividade simpatica renal. Segundo
Busnardo e colaboradores (2009), a resposta pressora a microinjecdo de L-glu apds
o tratamento com LY ou NBQX nao proporcionou alteracdo na pressao arterial,
porém a taquicardia foi revertida em bradicardia no grupo LY sugerindo que a
taquicardia como resposta a microinjecdo do L-glu no PVN é mediada pelos
receptores NMDA e as alteracbes da pressao arterial podem ser mediadas pelos
dois receptores gluamatérgicos, os NMDA e os ndo NMDA. Nossos dados na
avaliagao do parametro de pressao arterial, ndo encontramos alteracdes na pressao
arterial dos animais que receberam LY. Chen e colaboradores (2003) examinou as
respostas dos receptores de glutamato no PVN unilateralmente e encontrou que a
resposta a bicuculina apds o tratamento como AP-5 e NBQX nos parametros de
pressao arterial média, frequéncia cardiaca e a atividade nervosa renal foram
reduzidas, porém sem taquicardia, sendo que em seus experimentos 0s animais
estavam anestesiados. Em nosso trabalho os animais estavam com livre
movimentacdo, com o bloqueio bilateral e sem a presenga de anestésico, o que
poderia explicar a ocorréncia de taquicardia nos grupos analisados. Nos dados de
Cui e colaboradores (2013) o bloqueio bilateral dos receptores NMDA e ndo-NMDA
do PVN atenuaram a pressao arterial média demonstrando que esses receptores
contribuem para o controle ténico do fluxo simpatico e da pressao arterial.

Diversos fatores podem levar ao aumento da liberagdo de
vasopressina, sendo os principais o0 aumento da osmolaridade plasmatica (DUNN ET
AL 1973); hipotensao (SAIA ET AL 2013); diminuicdo do volume plasmatico (DUNN
ET AL 1973); e aumento da temperatura corpérea (KASTING ET AL 1981). Varios
autores (KASTING ET AL, 1985, 1986, GIUSTI-PAIVA ET AL, 2002 e 2003,
BEISHUIZEN ET AL, 2003, BATALHAO ET AL 2008, PALIN ET AL, 2008) tem
demonstrado que a endotoxemia aumenta de forma significante a liberacdo de
vasopressina. No trabalho de Shimizu 2009, eles observaram que a concentragao

de AVP no plasma aumentou 60 minutos apds a injegao de LPS corroborando com
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nossos resultados. Entretanto, no nosso estudo o plasma coletado apos 120 minutos
do LPS.

Segundo Oliveira-Pelegrin e colaboradores, (2009), a hipotensao na
fase inicial da sepse pode levar ao aumento da liberacdo de vasopressina no
plasma. A AVP é secretada pela porgdo magnocelular do PVN e pelo SON e é
controlada por varias sinapses envolvendo varios neurotransmissores, sendo o
glutamato o principal neurotransmissor excitatorio no controle das células
magnocelulares no hipotalamo (BUSNARDO ET AL 2012).

Os nossos resultados a cerca da concentracdo plasmatica de
vasopressina mostram uma tendéncia ao aumento da concentragdo nos grupos que
receberam administracdo central de LY. Ja no grupo LPS houve aumento da
concentragdo de AVP nos grupos salina e NBQX. Nao foram encontrados estudos
que mostrem os efeitos cardiovasculares apés bloqueio central com NBQX ou LY em
casos de endotoxemia. No estudo de Busnardo e colaboradores (2007), eles
observaram que a liberagdo de vasopressina € responsavel pela resposta de
presséao arterial e bradicardia quando realizado a microinjegao de glutamato no SON
ap6s o tratamento com o antagonista da vasopressina (dTyr). Em 2012 esses
mesmos autores observaram que a microinjecado de glutamato no PVN apds o
tratamento com o LY levou a um aumento dos niveis de vasopressina plasmatica.

A frequéncia cardiaca varia batimento a batimento devido as
adaptacdes do sistema nervoso autbnomo na manutencao do equilibrio do sistema
cardiovascular. Essas alteragbes podem ser avaliadas através das variagdes nos
intervalos RR, caracterizando a variabilidade da frequéncia cardiaca (TASK FORCE,
1996, REJANDRA, ET AL 2006). Diversos estudos foram realizados para
demonstrar as alteracdes na variabilidade da frequéncia cardiaca em pacientes com
sepse (AHAMAD ET AL, 2009, BARNABY ET AL, 2002). Nesse sentido, ja foi
observado que o PVN parece desempenhar um papel central na mediagcédo do ritmo
circadiano e da atividade nervosa autonémica (STAUSS 2003; DE ABREU ET AL,
2009). Neurdnios do PVN podem modular a atividade do sistema nervoso auténomo,
enviando projec¢des neuronais a coluna intermediolateral e para areas como o bulbo
rostroventrolateral (RVLM), o qual possui um papel central sobre a atividade
simpatica. O aumento da atividade nervosa simpatica que acompanha o nascimento

de animais maternais foi impedido por lesao estereotaxica do PVN (SEGAR ET AL,
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2002). Dessa forma, o PVN exerce um papel relevante no controle do sistema
nervoso autdbnomo.

No trabalho de Chen e Kuo (2007) em humanos com choque séptico
observou-se que os valores de HF estavam aumentados quando comparados com
seus controles em pacientes que desenvolveram de forma eventual choque séptico
em até seis horas, enquanto os componentes LF, e a razdo LF/HF estavam
diminuidos nesses pacientes. Nossos dados mostram que nos parametros
espectrais de pressao sistolica (SAP), houve o aumento da varidncia e do
componente LF do grupo salina quando comparado ao grupo que recebeu
administragcao central de NBQX, ou seja, aumento da atividade simpatica nesses
animais, ja quando estes mesmos animais receberam LPS endovenosamente
observamos um aumento do componente parassimpatico desses animais, levando a
suposicdo que os receptores ndo NMDA estariam envolvidos diretamente com a
modulagdo autondmica nos casos de sepse. Nos parametros espectrais do intervalo
de pulso observou-se uma tendéncia a redugdo na varidncia nos grupos LPS
quando comparados aos grupos salina. Foi observado que nos animais que tiveram
o bloqueio com o LY um aumento da varidncia quando comparado com O grupo
controle. Quando houve o bloqueio central dos receptores NMDA houve uma
diminuicdo da varidncia e do componente LF normalizado e um aumento do
componente HF normalizado quando comparado os grupos salina com LPS.
Supomos entdo que durante a sepse ocorre ativagdo de ambos receptores
glutamatérgicos tanto os NMDA quanto os ndo-NMDA. Nossos dados corroboram
com a literatura (GODIN ET AL 1996, KORACH ET AL, 2001) que demonstram que
durante a endotoxemia a variancia do IP esta diminuida. Nado encontramos estudos
da analise espectral da pressdo arterial e frequéncia cardiaca em animais com
endotoxemia que receberam bloqueio central dos receptores glutamatérgicos. Dessa
forma, nosso estudo € o primeiro a fazer essa analise.

Nossos resultados mostraram que na avaliagcdo do barorreflexo
espontaneo, os animais submetidos a condicdo de endotoxemia apresentam uma
importante diminuicdo do ganho barorreflexo quando comparados aos do grupo
salina. A avaliacao da fungao barorreflexa € importante porque ela exerce um papel
protetor durante a sepse (RADAELLI ET AL 2013). Os autores observaram que a
sensibilidade dos barorreceptores foi reduzida significantemente 10 minutos apds o

inicio da infusdo de LPS evidenciando que a endotoxemia é responsavel por uma
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rapida deterioracdo da fungcdo baroreflexa. Em humanos, Sayk e colaboradores
(2008) observaram que a endotoxemia altera a fungao barorreflexa e que esse
evento pode contribuir para os efeitos cardiovasculares indesejaveis causados pela
sepse.

Na analise do barorreflexo espontaneo entre os grupos salina e LPS
observa-se uma diminuicdo no ganho de subida de todos o0s grupos e uma
diminuicdo no ganho total e no ganho de descida dos grupos salina e Ly, ou seja, o0
LPS faz com que ocorra a perda da capacidade do organismo de responder frente
ao desafio imunoldgico, e os receptores ndao NMDA no PVN parecem exercer um
efeito protetor a essa perda, visto que na comparagcao do ganho total esses animais
nao apresentaram perda significativa do ganho baroreflexo. No trabalho de Crestani
e colaboradores (2010) onde foi investigado o papel do PVN na modulagéo
barorreflexa, os autores observaram que o bloqueio dos receptores NMDA diminuiu
a resposta de bradicardia reflexa porem sem alterar a taquicardia. Ja a
administragdo do NBQX nao afetou a atividade barorreflexa o que corrobora com
nossos resultados. Porém em nosso estudo a perda do ganho barorreflexo foi
apenas nos animais submetidos a condicdo de endotoxemia ndo havendo alteracdes
do barorreflexo esponténeo nos grupos controles.

Estudos da influéncia central sobre a fungcdo baroreflexa também
foram realizados em outras regides do sistema nervoso central como no Coértex
Insular (ALVES ET al., 2009) ou no hipotalamo lateral (CRESTANI ET al., 2009). No
trabalho de Crestani e colaboradores (2009) os autores mostraram uma ativacao
tbnica dos receptores do glutamato sobre o barorreflexo a qual € mediada via
receptores ndo-NMDA. Ja no trabalho de ALVES e colaboradores (2009), estes
observaram que os receptores NMDA influenciam na excitacio ténica e na atividade
parassimpatica do barorreflexo. No entanto, poucos estudos tem avaliado o papel de
areas centrais na analise do baroreflexo espontédneo. Mais especificamente, um
trabalho recente de nosso grupo € o unico até o momento que realizou analise
similar em animais submetidos a um protocolo de estresse ortostatico (DE
ANDRADE ET AL., 2014). Nesse estudo foi observado que a inducédo de estresse
ortostatico ndo modifica o baroreflexo espontaneo, mas quanto se inibe os neurénios
do PVN com muscimol, ocorre grande diminuicdo, corroborando com nossos dados
presentes e reforcando a teoria de que o PVN seja fundamental para a atividade

baroreflexa.
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6 CONCLUSAO

Sugerimos que apesar de ndo observarmos o efeito tbnico dos
inibidores dos receptores glutamatérgicos, observamos que frente a um desafio
imunolégico como a sepse a inibicdo dos receptores NMDA (simpatico) leva a
hipotensdo e taquicardia mostrando uma compensagdo que pode ser
vasopressinérgica, ja a inibicdo dos receptores ndo NMDA (vasopressinérgicos) leva
a reversao da hipotensdo mostrando que a vasopressina na fase inicial da sepse
contribui para a queda da presséao arterial, possivelmente por aumentar a atividade
simpatica.O bloqueio dos receptores nao NMDA apesar de aumentar a vasopressina
durante a endotoxemia comparado ao controle, tem uma tendéncia a ter um
aumento menor quando comparado com o grupo salina.

Sugerimos que durante a endotoxemia ha uma tendéncia a diminuir
a modulacado simpatica para o coragdo e vasos e que o bloqueio dos receptores
NMDA acentua esse efeito. Ja o bloqueio ndo NMDA aumenta a atividade simpatica
em condi¢bes de normalidade, sem alterar a modulagédo autondmica durante a
endotoxemia. Nossos dados sugerem uma possivel interagao inibitéria entre esses
subtipos de receptores no PVN em casos de sepse.

Nossos resultados adicionam novas informagdes a literatura no que
diz respeito ao papel do sistema nervoso central no controle cardiovascular durante
situagdes de desafio imunoldégico como na endotoxemia e trabalhos futuros que
avaliem outras areas de controle central da fungao cardiovascular em situagdes de
sepse ou endotoxemia poderdo esclarecer as etapas do processo fisiopatoldgico

dessa doencga.
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