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RESUMO

A endotoxemia ainda constitui uma das principais causas de morte em unidades de
terapia intensiva, sendo que os principais agentes etioldgicos sdo bactérias gram-
negativas seguidas pelas gram-positivas, e em menor escala os fungos. E
caracterizada por hipotensdo sistémica, hiporeatividade aos vasoconstritores,
subsequentes anormalidades na funcdo e perfusdo tecidual, seguida de faléncia
multipla de 6rgaos. A ativacédo simpatica prejudicada durante a endotoxemia parece
desempenhar um papel bastante importante no desenvolvimento do choque
endotoxico. A literatura tem mostrado que durante a endotoxemia, 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 paraventricular (PVN), que estdo envolvidos na liberagcdo de
vasopressina e horménio adrenocorticotréfico (ACTH), os quais estdo aumentados
nas fases iniciais da endotoxemia. O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a
participacdo do PVN nas respostas cardiovasculares e autbnomas periféricas e
producao de 6xido nitrico (NO) ap6s a indugao de endotoxemia por administragdo de
LPS, assim como identificar os efeitos nos parametros cardiovasculares do LPS
aplicado diretamente nos neurdnios do PVN em animais acordados. Ratos Wistar
foram submetidos a cirurgia para implantacdo de canulas-guia direcionadas ao PVN
e cateterizagao de artéria e veia femorais, e divididos em dois grupos A e B. O grupo
A recebeu microinjecdo de solugao salina (0,9%), ou muscimol (15 mM) agonista dos
receptores gabaérgicos A, ou acido quinurénico (40 mM) antagonista dos receptores
ionotrépicos glutamatérgicos, e foram submetidos a endotoxemia por administragdo
intravenosa (i.v.) de LPS (5 mg/ml). O grupo B recebeu microinje¢cao de LPS no PVN
ou acido quinurénico (40 mM) + LPS no PVN sem indugdo de endotoxemia. No
grupo A apds a microinjegao de salina + LPS i.v. (SS) os animais demonstraram trés
fases distintas na pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC), uma
gueda inicial da PA nos primeiros 5 minutos, uma segunda fase de recuperagao por
volta de 25 minutos e uma estabilizacdo da hipotensdo apds 50 minutos, na FC
houve taquicardia, apés muscimol + LPS i.v. (SM) a hipotensao foi atenuada na
primeira fase da endotoxemia com valores de SS APAM = -35 + 9 mm Hg vs. SM
APAM = -1 + 9 mm Hg, acompanhada de grande taquicardia SS AFC =+ 31 £ 14
bpm vs. SM A FC= +122 + 31 bpm. Apds acido quinurénico + LPS i.v. (SAQ) nao
houve mudanga na PAM, porém houve taquicardia com valores de SS AFC= + 80 +
24 bpm vs. SAQ AFC= + 125 +23 bpm. No grupo B apds o LPS no PVN (LC) houve
aumento da PAM e da FC com valores de APAM = +12,33 + 3,10 mm Hg e AFC = +
78,85 + 14,23 bpm, apds a microinje¢do de acido quinurénico no PVN anterior ao
LPS no PVN (LCAQ) houve uma atenuacao no aumento de PAM e FC com valores
de APAM = -275 + 2,10 mm Hg e AFC = - 20,84 + 15,14 bpm. A analise espectral
em SS apresentou no parédmetro IP o componente variabilidade (var), baixa
frequéncia (LF) e alta frequéncia (HF) reduzidos, em SM apresentou no parametro



pressao arterial sistélica (PAS) variabilidade e LF diminuidos, em SAQ nenhum dos
parametros foi modificados. Em LCAQ no parametro PAS houve uma diminui¢do nos
componentes var, LF e aumento de HF em unidades normalizadas e em IP houve
diminuicdo de var. Em SS houve aumento dos niveis de NO plasmatico, em SM e
SAQ os niveis de NO também se apresentaram aumentados. Em LC e LCAQ os
niveis de NO demonstraram valores basais sem endotoxemia. Em conjunto os dados
trazem evidéncias que o PVN possui uma participacdo importante nas respostas
cardiovasculares durante a endotoxemia participando na modulagdo das respostas
cardiovasculares e autonbmas durante a fase inicial da endotoxemia induzida por
LPS.

Palavras-chave: Pressao arterial. Muscimol. Variabilidade da frequéncia cardiaca.
Lipopolissacarideo. Sistema nervoso simpatico.
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ABSTRACT

Sepsis remains a major cause of death in intensive care units, and the main etiologic
agents are gram-negative bacteria followed by gram-positive bacteria, and fungi on a
smaller scale. It is characterized by systemic hypotension, hyporeactivity to
vasoconstrictors, subsequent abnormalities in function and tissue perfusion, followed by
multiple organ failure. The impaired sympathetic activation during sepsis appears to play
a very important role in the development of septic shock. The literature has been shown
that during sepsis, certain areas of the central nervous system are activated and have
important role in the development of pathophysiological adaptations to the immunological
challenge. Among those there are some key areas, such as the supra-optic nucleus
(SON) and paraventricular nucleus of hypothalamus (PVN), which are involved in the
release of vasopressin and ACTH, which are increased in the early stages of sepsis. The
main objective was to evaluate the participation of the PVN on autonomic and peripheral
cardiovascular responses and production of nitric oxide (NO) after induction of
endotoxemia by LPS administration, as well as identify the effects and possible effect of
LPS applied directly in the neurons of the PVN in awake animals. Wistar rats underwent
surgery for implantation of guide cannula directed to the PVN and catheterization of the
femoral artery and vein, received microinjection of saline (0.9%), or muscimol (15 mM),
or acid quinurenic (40 mM) and were subjected to sepsis by peripheral injection of LPS
(5 mg/ml). After saline animals showed three distinct phases in mean arterial pressure
(MAP) and heart rate (HR) after muscimol hypotension was attenuated in the first phase
(SS AMAP = -35 + 9 mm Hg vs. SM AMAP = -1 + 9 mm Hg) together with tachycardia
(SS AHR =+ 31 £ 14 bpm vs. SM AHR = +122 + 31bpm). After acid quinurenic no
change in MAP but there was tachycardia with a peak at 5 minutes (SS AHR =+ 80 + 24
bpm vs. AHR SAQ = + 125 + 23 bpm). Two separate groups received microinjection of
LPS into PVN and acid quinurenic (40 mM) without induction of sepsis. After the central
LPS there was increase MAP and HR (AMAP = +12.33 + 3.10 mm Hg and AHR = +
78.85 + 14.23 bpm) after microinjection of acid quinurenic before the central LPS,
animals had an attenuation in the increase in MAP and HR (AMAP = - 2.75 £ 2.10 mm
Hg and AHR = - 20.84 + 15.14 bpm). Spectral analysis showed reduced variability in
sepsis and after muscimol a further decrease in this variability and also caused a
decrease in LF component, after acid quinurenic none of the parameters was modified.
After microinjection of LPS in animals with prior microinjection acid quinurenic there is a
decrease in variability and in LF and HF components. Sepsis induced increased levels of
plasma NO, after muscimol and acid quinurenic, the NO levels were also increased. After
microinjection of LPS central and quinurenic acid followed by central LPS the NO
demonstrate baseline levels without septicemia. Our results provide evidence that the
PVN has an important role in the cardiovascular responses during septicemia.

Keywords: Arterial pressure. Muscimol. Heart rate variability. Lipopolyssacharide.
Sympathetic nervous system.
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1 INTRODUGAO

A endotoxemia ainda constitui uma das principais causas de morte
em unidades de terapia intensiva, sendo que os principais agentes etioldgicos séo
bactérias gram-negativas seguidas pelas gram-positivas, e em menor escala os
fungos (LEE et al., 2002) . E caracterizada por hipotenséo sistémica, hiporeatividade
aos vasoconstritores, subsequentes anormalidades na funcédo e perfusido tecidual,
seguida de faléncia multipla de 6rgaos (BONE et al., 1997).

Infecgbes por bactérias gram-negativas sdo associadas com
manifestacdes inflamatdrias e imunoldgicas incluindo febre, lesdes e disfungao
neurologica. O lipopolissacarideo (LPS) é o principal componente de parece celular
responsavel por dano tecidual e outras mudangas fisiopatoldgicas associadas com
infeccbes por gram-negativas (HOLST et al.,1996; MORRISON & RYAN, 1987;
OLSON et al.;1995). A endotoxina pode ativar diretamente os macrofagos, as células
endoteliais e o sistema complemento, levando a liberagdo de varios mediadores pro-
inflamatorios: fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6), fator de ativagcao plaquetaria (PAF), o6xido nitrico (NO),
complementos e eicosanodides (SHAPIRO et al.,1993; WANG et al.,1999).

A sequéncia de alteragcdes cardiovasculares durante a endotoxemia
por LPS é complexa, mas pode ser vista como uma vasodilatagdo generalizada, o
que leva ao colapso circulatério devido a dois fatores: aumento na producdo de NO
e sensibilidade diminuida aos agentes vasoconstritores endégenos (NAVA et
al.,1992; MAYEUX, 1997; WOLKOW,1998.).

O NO é um dos principais mediadores inflamatoérios liberados
durante a endotoxemia. O papel deste ja estda bem estabelecido na regulacéo
cardiovascular, no entanto o NO parece ter muitos outros papéis importantes em
funcdes bioldégicas (MONCADA et al., 2006). Ele é sintetizado enzimaticamente a
partir do aminoacido L-arginina, por um grupo de hemoproteinas conhecidas por NO
sintases (NOS). Até o presente momento foram identificadas trés isoformas da NOS:
neuronal NOS (nNOS ou NOS 1) presente no cérebro, medula espinhal, ganglios
simpaticos, nervos periféricos, células epiteliais do estdémago, utero, pulmdo e
musculo esquelético; endotelial NOS (eNOS ou NOS Ill) encontrada em células
endoteliais, musculo liso vascular e musculo cardiaco, sendo estas duas isoformas

expressas constitutivamente dentro de condi¢des fisioldgicas, e uma terceira
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isoforma induzivel da NOS (iINOS ou NOS Il), cujas fontes podem ser células
endoteliais, células epiteliais, macrofagos, neutrdfilos, células do musculo liso
vascular e fibroblastos (MONCADA, 1993; RANDOMSKI et al., 1990; MAYER &
ANDREW, 1998; COLASANTI & SUZUKI, 2000).

O NO exerce um papel importante na regulagdo cardiovascular,
tanto no ambito periférico como central (MONCADA & HIGGS, 2006; SHAPOVAL et
al., 1991; MARTINS-PINGE et al., 1997; 1999). O papel do NO no bulbo rostro-
ventrolateral (RVLM; principal eferéncia dos neurbénios pré-ganglionares simpaticos)
foi avaliado em condigdes de endotoxemia (CHANG et al., 2001), onde foi verificado
que existe uma prevaléncia da ativagao da enzima iNOS sobre a nNOS, e que isso é
crucial para determinar a redugdo ou mesmo a perda dos componentes vasomotores
da pressao arterial, caracteristicas dessa situacgao.

Segundo estudos de Wright e colaboradores (1990), Hailman (1996)
e Vasselon (1999), o LPS quando injetado sistemicamente forma um complexo com
o CD14 soluvel (sCD14) e com a proteina ligante de LPS (LBP) no sangue. Quando
o complexo LPS-sCD14-LPB chega ao contato das células nas quais a membrana
expressa CD14 (mCD14), o LPS é transferido da sCD14 para a mCD14 e o LPS
monomeérico se liga a membrana celular. Entdo uma mudanga conformacional na
mCD14 transloca o LPS para dentro da célula.

Estudos anteriores mostraram que inje¢cdes periféricas de LPS
ativam o fator nuclear kappa B (NFkB) que induz a transcricido de genes proé-
inflamatoérios no cérebro, INOS e hormoénio liberador de corticotrofina (CRH)
(BAUMANN & GAULDIE,1994; QUAN et al.,1998; QUAN et al, 2002
RAMACHANDRA et al.,1992; SCHMAHL et al.,1980; TURRIN et al., 2002). Porém
0s mecanismos pelos quais o LPS periférico afeta o cérebro ndo sao totalmente
entendidos, Singh e Jiang (2004) propuseram duas hipoteses, que tanto o LPS
atravessa a barreira hemato-encefalica e causa efeitos diretos e deletérios ou ndo
atravessa mas se liga aos receptores toll like 4 ou toll like 2 (TLR-4/TLR-2) presente
na membrana das células endoteliais do cérebro que através da liberacédo de IL-1[3
e/ou NO, causa efeitos centrais. Dessa forma, o sistema nervoso central (SNC)
desempenha papel importante nas respostas adaptativas de compensacdo ao
desafio imunoldgico por LPS.

Os TLR-4, TLR-2 e mCD14 sao locais chaves de ligagao ao LPS nas
membranas celulares (ULEVITCH & TOBIAS,1995). Uma propriedade uUnica dos
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locais de ligacao ao LPS, é que, a ligacdo do LPS a esses locais induz a sua
expressdo e posteriormente aumenta a ligacdo ao LPS (HAILMAN et al.,1996;
LEHNARDT et al.;2002). A sinalizagdo dada pelo complexo CD14/TLR-4 ativa o
NFkb através de uma cascata de fosforilacdo dada pela familia de proteinas
quinases mitégeno-ativadas (MAPK). A MAPK especialmente a p38 desempenha
papel crucial na liberacdo de citocinas e apoptose (ARBABI et al., 2002). Assim,
através de experimentos, Singh e Jiang (2004) mostraram que sdo as células
endoteliais cerebrais, e ndo o PVN hipotalamico que contém a forma induzivel dos
locais de ligacao de LPS.

A literatura tem mostrado que durante a endotoxemia, certas areas
do SNC sado ativadas e possuem papel relevante no desenvolvimento das
adaptacdes fisiopatoldgicas frente ao desafio imunoldgico. Dentre essas areas
algumas apresentam participagdo chave, como o nucleo supra-optico (SON) e o
PVN, que estdo envolvidos na liberagdo de vasopressina e hormoénio
adrenocorticotrofico (ACTH), os quais estdo aumentados nas fases iniciais da
endotoxemia (RIVIER, 2003; CORREA et al., 2007). Além disso, existem evidéncias
de que a neurotransmissao por aminoacidos no PVN, principalmente acido amino -y-
butirico (GABA) e glutamato (Glu), participe das vias envolvidas na endotoxemia
(WAN et al., 1994).

A ativagdo simpatica prejudicada durante a endotoxemia parece
desempenhar um papel bastante importante no desenvolvimento do choque
endotéxico. Annane e colaboradores (1999) tem demonstrado que o choque
endotoxico é caracterizado por altas concentracdes nas catecolaminas circulantes,
mas com modulagdo simpatica prejudicada tanto nos vasos quanto no coragao,
sugerindo que a alteragao na regulagao autondmica central contribui para a faléncia
circulatoria.

O PVN é conhecido por ser um local de integragdo para respostas
autondmicas e neuroendocrinas (SWANSON & SAWCHENKO, 1983). Além do
papel bem estabelecido do PVN no eixo hipotalamo-hipéfise, o PVN também é
conhecido por seu papel no controle homeostatico da pressao arterial e atividade
simpatica (COOTE, 1995; COOTE et al., 1998; BADOER, 2001; COOTE, 2005). A
informacgé&o barorreceptora atinge o PVN via o nucleo do trato solitario (NTS) e outras
regides do tronco cerebral incluindo o bulbo ventrolateral (VLM). Neurénios do PVN

por sua vez, se projetam para muitos outros sitios, incluindo os proprios NTS e VLM
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(SWANSON & SAWCHENKO, 1983); regides fundamentais para o controle ténico e
fasico da funcdo cardiovascular (DAMPNEY, 1994). No PVN \varios
neurotransmissores participam da rede de informagdes processadas por este nucleo
e entre eles os aminoacidos GABA e Glu e o NO tem papel relevante na fungao
cardiovascular (MARTINS-PINGE et al., 2004, 2005).

Em humanos o PVN é um grupo nuclear largo e achatado, orientado
paralelamente ao terceiro ventriculo na parte superior do hipotalamo, préximo ao
sulco hipotaldamico. Embora esteja principalmente na zona medial, partes do PVN
estendem-se até a zona periventricular (BURT, 1995). E anatomicamente dividido
em trés divisdes magnocelulares e cinco parvocelulares (SWANSON & KUYPERS,
1980; SWANSON & SAWCHENKO, 1983). As divisbes magnocelulares sé&o
coletivamente conhecidas como subnucleos magnocelulares anterior, posterior e
medial. Neurbnios dessas regides se projetam para a neurohipdfise e estdo
envolvidos na producdo de hormébnios da pituitaria posterior (SWANSON &
SAWCHENKO, 1983).

As divisbes parvocelulares compreendem o0s subnucleos
periventriculares dorsal, lateral e medial e o subnucleo parvocelular anterior. Essas
regides se projetam aos nucleos autbnomos do tronco cerebral e coluna espinhal e
sao responsaveis pela ativagdo do sistema nervoso simpatico incluindo a regulagéo
cardiovascular (SAWCHENKO & SWANSON,1982).

A principal caracteristica dos neurbnios magnocelulares é a
expressdo de uma corrente transiente de K (BOURQUE, 1988; TASKER & DUDEK,
1991). Em contraste, os neurbnios parvocelulares usualmente ndo mostram uma
corrente transiente de K*, mas a maioria gera um potencial de limiar baixo, Ca®*
dependente (TASKER & DUDEK, 1991).

Informagdes relativas ao estado cardiovascular do organismo
chegam ao PVN via NTS. Ha neurdnios que se projetam para a coluna intermédio-
lateral da medula espinhal téraco-lombar e fazem sinapse com os neurbénios motores
simpaticos pré-ganglionares presentes la. De fato, o PVN é uma das cinco areas no
cérebro que se projetam para a coluna intermédio-lateral, e por isso foi chamado de
nucleo pré-motor (DAMPNEY, 1994).

Outra projecao importante do PVN é para o RVLM. O RVLM também
€ um nucleo pré-motor e tem sido foco de intensa pesquisa. Esta € uma area muito

importante para a manutencao tbnica da atividade nervosa simpatica. Estudos
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neuroanatdbmicos demonstraram que aproximadamente 88% dos neurdnios
marcados no PVN se projetam para o RVLM ipsilateral, indicando que essa projecao
€ quase totalmente unilateral (BADOER, 2001). Os neurbnios que se projetam para
o0 RVLM estao localizados em toda a parte no PVN, com sua maxima concentragao
localizada aproximadamente no meio dos niveis rostral e caudal do PVN.

O estudo de BADOER (2001) também forneceu a primeira evidéncia
que existem neurdnios no PVN que enviam colaterais tanto para a coluna espinhal
como para o RVLM. Estes neurbnios estavam localizados totalmente do lado
ipsilateral aos locais de inje¢do e eram distribuidos através de quase dois tergcos da
extenséo rostro-caudal do PVN.

Estas observagdes indicam que existem neurénios no PVN que
podem: a) diretamente influenciar a atividade do nervo simpatico via conexdes
diretas com a coluna intermédio lateral celular da coluna espinhal téraco-lombar; b)
indiretamente influenciar a atividade do nervo simpatico via suas conexées com o
RVLM, o qual inerva a coluna intermédio-lateral, e c) influenciar tanto direta como
indiretamente a atividade do nervo simpatico via conexdes colaterais com ambos,
coluna espinhal e RVLM (BADOER, 2001).

Neurdnios no PVN sao ativos continuamente e sujeitos a inibigao
provenientes de vias gabaérgicas e nitrérgicas (ZHANG & PATEL, 1998). A
estimulacdo do PVN pode produzir aumento ou queda na pressao arterial e na
atividade do nervo renal simpatico (ANSR) (ZHANG & PATEL, 1998; YANG &
COOTE, 1998, 1999).

Segundo BOUDABA (1996) ha evidéncia, através de estudos
eletrofisiolégicos, de projegcdes inibitérias para os neurbnios magnocelulares e
parvocelulares do PVN de uma area dorsal ao quiasma optico que parece incluir o
nucleo supraquiasmatico (SCN).

O GABA é um dos mais importantes neurotransmissores no sistema
nervoso central, sendo o aminoacido inibitério de maior abrangéncia. Um estudo
eletrofisiolégico demonstrou que a grande maioria dos impulsos sinapticos locais
para os neurdnios do PVN s&o gabaérgicos (TASKER & DUDEK, 1993), perfazendo
aproximadamente 50% da inervag&o nos neurénios do PVN (DECAVEL & VAN DEN
POL, 1990), e que uma significante proporgdo dessa inervagéo gabaérgica deriva de
regides intrinsecas do hipotalamo (ROLAND & SAWCHENKO, 1993).
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A diminuigao na funcao hipotalamica do GABA pode contribuir para
a hipertensao, embora o hipotalamo contenha uma concentracéo relativamente alta
de GABA em animais normotensos, a sua quantidade € reduzida em modelos de
hipertensdo em animais (HAMBLEY et al., 1984).

Atualmente, sabe-se que a neurotransmissao excitatéria no sistema
nervoso dos mamiferos € predominantemente mediada por Glu (FREMRAU et al.,
2004; WATKINS e JANE, 2006). Esse aminoacido constitui o neurotransmissor
usado na maioria das sinapses no cérebro, sozinho ou em conjunto com
neuropeptidios e outros compostos neuroativos com os quais € co-localizado
(BROMAN, 2000). Além disso, Glu é criticamente envolvido em processos de
neuroplasticidade como a potenciagdo e depressdo de longo prazo (MALENKA e
NICOLL, 1999; DERKACH et al., 2007).

O Glu medeia suas acdes no SNC dos mamiferos via ativagao de
uma grande variedade de receptores ionotropicos (ligantes dos canais idnicos de
cations) e metabotropicos (acoplados a proteinas G) (KEW & KEMP, 2005).

Os receptores ionotrépicos do Glu sao canais ligantes de ions que
medeiam a transmissao rapida da informacdo na maioria das sinapses cerebrais
(WOLLMUTH e SOBOLEVSKY,2004). Os receptores ionotropicos de Glu
correspondem a trés familias principais denominadas AMPA, NMDA e kainato (KEW
e KEMP, 2005 e MAYER, 2005).

A analise espectral da variabilidade da freqlUéncia cardiaca e as
flutuacbes da pressao arterial permitem uma analise indireta, mas n&o invasiva do
controle autonémico cardiovascular em uma vasta variedade de perturbacoes
fisioldgicas (AKSELROD et al., 1981; PAGANI et al., 1986; MONTANO et al., 1994).
Em especial, a endotoxemia, estd associada com uma significante reducédo da
variabilidade da frequéncia cardiaca (ANNANE et al., 1999; ELLENBY et al., 2001;
LAKE et al., 2002). Em neonatos com endotoxemia foi observada uma reduzida
variabilidade da frequéncia cardiaca antes do aparecimento dos sintomas clinicos da
infeccao (LAKE et al., 2002), tornando-se esta ferramenta de valor progndéstico em
pacientes hospitalizados. No entanto, a razdo para essa diminuida variabilidade na
endotoxemia n&o esta esclarecida.

Nas ultimas duas décadas, tem sido demonstrado consistentemente
que as variacdes batida-a-batida da frequiéncia cardiaca contém informacgao sobre a

atividade dos efetores autdbnomos controlando o débito cardiaco (SAUL, 1990). O
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interesse na analise espectral é focado na separagao quantitativa de mecanismos
fisiologicamente relevantes de um complexo débito cardiaco, as variagbes batida-a-
batida na frequéncia cardiaca instantdnea ou o que tem sido mais apropriadamente
chamado de sinal de variabilidade de frequéncia cardiaca (HRVS).

O espectro de forca do HRVS em mamiferos usualmente revela trés
componentes espectrais. Tendo o trabalho pioneiro de Akserlrod e colaboradores
(1981) em caes anestesiados como exemplo, esses componentes s&o: um
componente de alta frequéncia (HF), um componente de baixa frequéncia (LF) e um
com frequéncia muito baixa (VLF).

O componente HF é causado por uma inibicdo do ténus vagal
durante a inspiracdo. A inibicdo inspiratéria € promovida no centro cardiovascular e
explica porque a frequéncia cardiaca flutua com a frequéncia respiratoria. Em
adicao, os reflexos periféricos provenientes dos receptores de estiramento toracicos
também contribuem para essa chamada arritmia sinusal respiratéria (ASR). A ASR é
claramente abolida pela atropina ou vagotomia e o poder de HF tem sido usado com
indice da conducao vagal (ALTMIRAS, 1999).

O componente LF do HRVS é usualmente caracterizado por um
padrao oscilatério com um periodo de 10 segundos. Esse ritmo é originado da
prépria oscilacdo na parte vasomotora da al¢ca de barorreflexo como resultado de
uma retroalimentacdo negativa (MADWED et al.,1989) e é comumente associado
com as flutuagdes sincronizadas na PA, as chamadas ondas de Mayer. Antagonistas
muscarinicos e B-adrenoceptores sao conhecidos por mudar a area do pico de LF.
Em caes o componente LF parece ser principalmente mediado pelo sistema nervoso
parassimpatico (AKSELROD et al., 1985) enquanto em ratos a influéncia simpatica
conta com 80% da area de LF.

O componente VLF leva em conta todas as outras mudancgas na
frequéncia cardiaca, incluindo aqueles associados com fatores termoreguladores,
humorais e locais ( ALTIMIRAS, 1999).

Diante do exposto os objetivos desse trabalho foram determinados
considerando que: o LPS periférico ndo atravessa a barreira hemato-encefalica, mas
se acumula dentro das células endoteliais cerebrais (SINGH & JIANG, 2004); a
ligacdo do LPS com seu receptor pode desencadear uma série de eventos
sinalizadores levando a liberagdo de NO e IL-13 nas células endoteliais (ARBABI et

al., 2002); o IL-1B e/ou NO pode desempenhar um importante papel na transferéncia
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de informagao da barreira hemato-encefalica para o hipotalamo in vivo (SINGH &
JIANG ,2004); o LPS induz a expressao e liberacao de IL-13 e esta IL-1B ativa o
PVN hipotalédmico (GLUE et al.,2002).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a participagdo do PVN
nas respostas cardiovasculares e autonémas periféricas e produgcao de NO apds a
indugao de endotoxemia por administragdo de LPS, assim como identificar os efeitos

do LPS aplicado diretamente nos neurénios do PVN em animais acordados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a participagdo dos aminoacidos GABA e Glu na regido do PVN através
da microinjecdo local de agonista dos receptores GABA A (muscimol) e
antagonista dos receptores ionotrépicos do Glu (acido quinurénico) sobre a PA e
FC.

e |dentificar os efeitos sobre as respostas cardiovasculares do LPS aplicado
diretamente nos neurénios do PVN em animais acordados.

e Analisar o balangco autonémico na variabilidade da frequéncia cardiaca pela
analise espectral apos indu¢cao de endotoxemia pela administracao endovenosa
de LPS, assim como, apds microinjecdo de LPS diretamente nos neurdnios do
PVN.

e Quantificar os niveis plasmaticos de NO em condicbes de normalidade e
endotoxemia na presencga de agonista gabaérgico e antagonista glutamatérgico,

assim como, apés microinjecao de LPS diretamente nos neurbnios do PVN.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Este trabalho foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisiologicas
(CIF) do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina
(UEL) e todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica e
Experimentacdo Animal da Universidade (Processo numero 02/09). Foram utilizados
35 ratos Wistar machos, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual
de Londrina. Os animais tiveram o peso padronizado entre 250 a 280 gramas, foram
mantidos em gaiolas coletivas (maximo 5 animais por gaiola), a temperatura
constante de 22°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas. Agua e ragdo foram

fornecidas “ad libitum”.

3.2 IMPLANTE DE CANULAS-GUIA DIRECIONADAS AO PVN

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg,
i.p.) e submetidos a cirurgia estereotaxica, para tanto, foram 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 cabega
seguida de abertura da pele no sentido rostro caudal, deixando em evidéncia as
suturas cranianas. A seguir, foram produzidos dois forames bilaterais e equidistantes
da linha média, para o implante das canulas-guia, cujas coordenadas estereotaxicas
(PAXINOS & WATSON, 1986) utilizaram como referéncia o 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 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 reforgar a fixagdo das canulas-
guia pelo acrilico. Essas canulas foram fixadas no cranio com resina acrilica. Apds a
completa fixagdo da canula, a torre do estereotaxico foi removida e com o objetivo
de nado obstruir as canulas-guia até a realizagdo dos experimentos, foi introduzido

nas mesmas um oclusor. Em seguida, o animal foi retirado do aparelho estereotaxico
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e como medida profilatica, apds a cirurgia cerebral administrou-se uma dose de
penicilina por via intramuscular. Em seguida, o animal retornou ao biotério e la

permaneceu por trés dias em gaiola individual, para recuperagao da cirurgia.

Figura1 Figura Esquematica com a localizagao das suturas de referéncia para a
cirurgia estereotaxica. 01 — sutura coronal, 02 — sutura sagital, 03 —
sutura lambdaéide, 04 - bregma.

3.3  CANULACAO DA ARTERIA E VEIA FEMORAIS

Apos os 3 dias de recuperacgao, os animais foram submetidos a nova
cirurgia sob anestesia de pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) para implantagdo de
catéteres na artéria e veia femorais. O catéter foi constituido por segmento de
polietileno PE-10 (4-5 cm) soldado a segmento de polietileno PE-50 (12-13 cm),
previamente preenchido com solugao salina 0,9% e obstruido com um oclusor. Uma
incisdo de 1,0 cm foi feita na fossa iliaca direita do animal e a artéria femoral direita
foi dissecada. Um fio de algodé&o foi utilizado para isolar a regido distal da artéria
femoral e uma pinca hemostatica foi nela colocada, obstruindo temporariamente o
fluxo arterial. Em seguida, um pequeno corte foi feito na artéria femoral e o catéter
introduzido e cuidadosamente amarrado a artéria. Apds esse procedimento, o
catéter foi exteriorizado na regido dorsal do animal através de um trocater por via
subcuténea e fixada a pele por sutura cirurgica, e por fim, o catéter foi preenchido
com anticoagulante (15 U/mL de heparina em solugao salina) e obstruido novamente
com oclusor. Para a administragdo endovenosa de drogas, um catéter similar foi

introduzido na veia femoral.
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Os animais foram mantidos em caixas individuais durante todo o
periodo pos-operatoério. O catéter arterial foi utilizado para registro da PA e o catéter
venoso para administracdo de drogas. Apds 24 horas da cateterizagdo, os animais
foram submetidos ao registro basal da PA, seguido do protocolo experimental. Os
animais foram mantidos em caixas individuais durante todo o periodo pés-operatério

e de registro da pressao arterial.
34 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA

O registro direto da PA e FC foi realizado através de um catéter
previamente implantado na artéria femoral. O registro foi feito com os animais
acordados e com livre movimentacao. O catéter arterial do animal foi acoplado a um
transdutor de pressdao (Powerlab modelo MLT0380) o qual foi conectado a um
sistema de registro computadorizado (Powerlab/ ADInstruments).O sinal de FC é
gerado a partir do sinal de PA pelo software. Durante o periodo de registro os

animais foram mantidos dentro de caixas individuais em ambiente silencioso.
3.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
3.5.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais, de

acordo com o0 esquema abaixo:
( 1- Salina PVN+ LPS (SS)

Microinjecado PVN + LPS intravenoso < 2- Muscimol PVN+ LPS (SM)
(GRUPO A)

\ 3- Ac. Quinurénico PVN + LPS (SAQ)
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( 1- Salina PVN

Microinje¢cao PVN 2- LPS PVN (LC)

A

(GRUPO B)
3- Ac. Quinurénico PVN + LPS PVN

(LCAQ)

3.5.2 Analise da Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca

No dia do experimento o animal foi mantido em sua gaiola moradia,
em ambiente silencioso e desprovido de estimulos estressantes. O registro basal foi

obtido por 30 minutos.

Grupo A

Apos o registro basal, os animais do GRUPO A receberam
microinjegdes bilaterais no PVN das seguintes drogas: solugéo salina (NaCl 0,9%),
muscimol (15 mM) ou acido quinurénico (40 mM) no volume de 100 nL . Apds 10
minutos de registro, os animais receberam administragcdo endovenosa (in bolus) de
LPS de Escherichia coli sorotipo 026: B6 (5 mg/kg). A avaliacdo cardiovascular foi
entdo registrada por 2 horas. Apos esse periodo os animais foram anestesiados com
éter etilico para a retirada de sangue por pungdo cardiaca, e em seguida foram
entdo eutanasiados com sobredose de anestésico. Os sitios da microinjecdo foram
corados com azul de Evans 1% (100 nL), e o cérebro foi retirado e conservado em
formalina 10%.

Grupo B

Apods o registro basal os animais receberam microinjegdes bilaterais
no PVN das seguintes drogas: solugao salina (NaCl 0,9%), LPS(5 mg/mL), ou acido
quinurénico (40 mM) no volume de 100 nL. No grupo que recebeu acido quinurénico
apo6s 10 minutos foi realizada a microinjecdo bilateral de LPS . A avaliagéo
cardiovascular foi entao registrada por 1 hora.

ApoOs esse periodo os animais foram anestesiados com éter etilico

para a retirada de sangue por pungdo cardiaca. Os animais foram entao
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eutanasiados com sobredose de anestésico. Tiveram o sitio da microinje¢gao corado
com azul de Evans 1% (100 nL), e o cérebro foi retirado e conservado em formalina
10%.

Abaixo dois esquemas resumindo os protocolos experimentais:

GRUPO A

Microinjecao no PVN de 100nl de: Salina 0,9%/
Muscimol (15mM)/ Ac. Quinurénico (40mM) 5

i Indugdo de endotoxemia por infus&o i.v. de
i LPS (5mg/ml) |
i Registro da resposta por 2 horas
GRUPO B

Microinjegdo no PVN de 100nl de: LPS
(5mg/ml/kg)

ou 100nl de: ac. quinurénico (40mM) e apds
10 min de 100nl de LPS (5mg/ml/kQg)
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3.6 HISTOLOGIA

Os animais foram eutanasiados ao final do protocolo experimental e
o local da microinjegdo marcado com corante azul de Evans (100nL). Os cérebros
foram retirados e armazenados em formalina 10%. Apds foram incluidos em parafina
e seccionados em micrétomo em cortes de 10 um para a regidao do PVN.

Os cortes obtidos foram posicionados e fixados em laminas de vidro,
corados com coloracdo de cresil — violeta e cobertos com laminula de vidro.
Posteriormente foi feita a visualizacdo ao microscépio optico para confirmagao do
local da microinjecdo. . Somente os animais que tiveram os sitios marcados na area

do PVN foram considerados como animais experimentais.

Figura 2 — Foto ilustrativa de corte histologico evidenciando a regido do PVN e os
locais de microinje¢ao. Coloragao cresil-violeta. Corte na espessura de
10 um. As setas indicam os locais de microinejc¢ao.

3.7  QUANTIFICACAO DE NO NO PLASMA

A estimativa da concentracdo de NO nas amostras foi realizada pela
técnica descrita por Navarro-Gonzalvez e colaboradores (1998) adaptada. O método
baseia-se na reducédo de nitrato a nitrito mediada por reagées de Oxido-redugao
ocorridas entre o nitrato presente na amostra e o sistema cadmio-cobre dos
reagentes, com posterior diazotagdo e deteccdo colorimétrica do azocomposto
formado pela adi¢do do reagente de Griess a 550 nm (GRIESS, 1879).
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Para uso no ensaio, as amostras previamente coletadas foram
descongeladas em banho de gelo. As amostras foram desproteinizadas para retirar
qualquer interferéncia na quantificagdo e para melhor visualizacdo de cor, as
mesmas foram submetidas a centrifugacdo com posterior recuperagdo do
sobrenadante. Ao sobrenadante recuperado foram adicionados granulos de cadmio
ativados para promover a reacdo de redugdo de nitrato a nitrito, apds esse
procedimento os grénulos foram retirados e as amostras transferidas para outro
tubo, para determinacéao de nitrito por meio da reacao de Griess.

Uma curva padrao foi realizada a partir de uma solugao estoque e
diluida no momento do experimento. As reagdes foram realizadas em microplaca de
96 pogos em ftriplicata, onde foram adicionados a amostra e o reagente de Griess.
Em seguida, a placa foi incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos, e foi

medida a absorbancia a 550 nm em leitor de microplaca.

Figura 3 — Modelo de distribuicdo da curva padrédo e amostras em microplaca de 96
pOCOS.
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3.8 ANALISE ESPECTRAL DA VARIABILIDADE

A PA e a FC basal registradas durante um periodo de pelo menos 60
minutos foram processadas por um software customizado que aplica um algoritmo

para detectar pontos de inflexdo ciclo-a-ciclo no sinal de pressao arterial pulsatil
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(PAP), desta forma determinando batimento a batimento os valores das pressodes
sistélicas e diastdlicas. Séries de intervalos de pulso (Pl) batimento a batimento do
sinal da PAP foram também gerados pela mensuragdo do espago de tempo entre
ondas sistdlicas adjacentes. De um periodo de registro basal de 60 minutos, as
séries temporais de Pl e PA sistélica (SAP) foram divididas em segmentos contiguos
de 300 batimentos, sobrepostos pela metade.

Apo6s o calculo do valor médio e variancia para cada segmento, os
mesmos foram submetidos a uma analise espectral baseado em um modelo
autoregressivo anteriormente descrito (TASK FORCE OF THE EUROPEAN
SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE NORTH AMERICAN SOCIETY OF PACING
AND ELECTROPHYSIOLOGY, 1996; MALLIANI et al.,1991).

Em resumo, um modelamento dos componentes oscilatérios
presentes em segmentos estacionarios das séries temporais batimento a batimento
da SAP e PI foram calculados baseados no recurso de Levinson-Durbin com a
ordem do modelo escolhida de acordo com o critério de Akaike (MALLIANI et
al.,1991). Este procedimento permite uma quantificagdo automatica do centro de
frequéncia e forca de cada componente oscilatério presente na série temporal. Os
componentes oscilatérios sao definidos como tendo muito baixa (VLF: 0.01-0.20 Hz),
baixa (LF: 0.20-0.75 Hz) ou alta frequéncia (HF: 0.75-2.50 Hz). A for¢ca dos
componentes LF e HF da variabilidade da frequéncia cardiaca é também expressa
em unidades normalizadas obtidas por calculo da porcentagem da variabilidade de
LF e HF com respeito a forga total subtraindo-se a forga do componente VLF. O
procedimento de normalizagédo tem a tendéncia de minimizar o efeito das mudancgas
da variancia total nos valores absolutos de LF e HF. A proporcao entre LF e HF foi
calculada para obter o indice de balanco da modulacdo autonémica para determinar
a variabilidade cardiaca (TASK FORCE OF THE EUROPEAN SOCIETY OF
CARDIOLOGY AND THE NORTH AMERICAN SOCIETY OF PACING AND
ELECTROPHYSIOLOGY, 1996; MALLIANI et al., 1991).

39 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + EPM. Comparacgdes
feitas num mesmo animal foram analisadas pelo teste t' Student pareado. As
comparagdes entre grupos diferentes foram analisadas pelo teste t' Student n&o

pareado. As diferengas foram consideradas significantes para um valor de p < 0,05.
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No grupo A as comparacdes foram feitas nos momentos antes e
depois a administracdo de LPS. No grupo B foram feitas nos momentos antes e

depois a microinjecéo de LPS.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Os animais foram comparados em dois grupos: a) animais que
tiveram a endotoxemia induzida por LPS endovenoso e b) animais que tiveram
microinjegao de LPS no PVN.

A média dos valores de PAM e FC basal para todos os grupos

experimentais eram respectivamente de 120 £+ 4 mm Hg e 379 £ 13 bpm , n=35.

4.1.1 Efeito da Microinjegcédo de Salina no PVN (Grupo Controle)

Foi feito um grupo controle (n=3) onde os animais receberam
microinjecdo de solugédo salina 0,9% no PVN para evidenciar que as respostas
obtidas pelas microinjegdes ndo foram obtidas por estimulagdo mecanica do nucleo.
Durante todo o registro antes e depois da microinjecdo os animais mostraram o
mesmo padrdao de PA e FC com apenas um leve aumento na FC apds a
microinje¢ao. Valores médios antes e depois da microinjecdo foram respectivamente
de 118 £ 3 mm Hg e 124 + 1 para a PAM e de 373 + 15 bpm e 414 + 8 bpm para FC,

como demonstrado na figura 3.
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Figura 4 — Alteracbes em funcdo do tempo na pressao arterial média (PAM) (A) e

150+

PAM (mm Hg)

na frequéncia cardiaca (FC) (B) em valores absolutos, apos a
microinjegcdo de solugao salina 0,9% no PVN no grupo controle nao
submetido a endotoxemia (n=3). A seta indica o momento da
microinje¢ao, sendo os 30 minutos anteriores o registro da PA e FC
basais.
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4.1.2 Efeitos da Microinjecdo com Salina, Muscimol e Acido Quinurénico em Ratos

Submetidos a Endotoxemia.

Ambos os grupos muscimol + LPS (SM) e acido quinurénico + LPS
(SAQ) foram comparados com o grupo Salina+ LPS (SS). O grupo SS (n=7) mostrou
as trés fases caracteristicas da endotoxemia, uma queda inicial da PA nos primeiros
5 minutos, uma segunda fase de recuperagdo por volta de 25 minutos e uma
estabilizagcao da hipotensao apds 50 minutos, a FC foi marcada por taquicardia. Ja o
grupo SM (n=6) que recebeu microinjegcdo de muscimol 10 minutos antes da indugao
da endotoxemia, teve uma menor hipotensao, ou seja, a hipotensao foi amenizada e
em alguns casos abolida com um pico de resposta aos 40 minutos (SS APAM = -35
£ 9 mm Hg vs. SM A PAM = -1 £ 9 mm Hg), a FC foi marcada por grande taquicardia
com pico aos 60 minutos (SS AFC =+ 31 £ 14 bpm vs. SM AFC= +122 + 31 bpm),
como mostrado nas figuras 4 e 5.

O grupo SAQ (n=6) quando comparado com o grupo SS nao
demonstrou diferenga no parametro da PA, mas mostrou um aumento na FC com
diferengas estatisticamente significativas nos pontos a partir dos 50 minutos, porém
sem diferenca significativa nos picos de queda de PA (SSA PAM= -37 £+ 14 mm Hg
vs. SAQ APAM=-30 £ 7,28 mm Hg) e aumento de FC (SS AFC= + 80 + 24 bpm vs.
SAQ AFC= + 125 £ 23 bpm) ambos aos 5 minutos, como mostrado nas figuras 6 e
7.
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Figura 5 — Variacdo em fungdo do tempo na presséao arterial média (PAM) (A) e na
frequéncia cardiaca (FC) (B), apds a inducdo de endotoxemia por LPS
em ambos os grupos. Diferenga entre SS e SM. *p<0,05.
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Figura 6 — Variacdo maxima aos 40 minutos da pressao arterial média (APAM) (A)
e aos 60 minutos da frequéncia cardiaca (AFC) (B), no grupo SS (n=7) e
no grupo SM (n=6) apds a indugao de endotoxemia por LPS. * Diferencga

entre SS e SM, p <0,05.
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Figura 7 — Variacdo em fungado do tempo na presséao arterial média (PAM) (A) e na
frequéncia cardiaca (FC) (B) nos grupos SS (n=7) e SAQ (n=6) apos a
inducdo de endotoxemia por LPS. Diferenca entre SS e SAQ. *p<0,05.

(A) —=-SS
40 - —— SAQ

=)
T
£
E
=
<L
o
<4

'60 I I I I L] I I I I I L] I I 1

0 0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130

T Tempo (min)
LPS iv.
(B)
200-
* * ook
* ®
*
" % * % . ¥, * ok *

AFC{(bpm)
3
g ==t =




38

Figura 8 — Variacdo maxima aos 5 minutos da pressao arterial média (APAM) (A) e
da frequéncia cardiaca (AFC) (B), nos grupos SS (n=7) e SAQ (n=6)
apos a inducao de endotoxemia por LPS.
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4.1.3 Efeitos da Microinjecdo de LPS no PVN e da Microinjecdo Prévia com Acido

Quinurénico

Foram comparados entre si 0os grupos que receberam microinjegao
de LPS no PVN. O grupo que recebeu sé a microinjecao de LPS (LC n= 6) mostrou
aumento da PAM e da FC nos primeiros 15 minutos apds a microinje¢cao, com o pico
da resposta aos 10 minutos (APAM = +12,33 + 3,10 mm Hg e AFC = + 78,85 + 14,23
bpm). Diante das evidéncias sobre a neurotransmissdao no PVN, cogitou-se a
possibilidade dos aumentos de PA e FC serem devido a via excitatoria, portanto foi
feita a escolha pelo teste de um antagonista dos receptores ionotropicos do Glu.O
grupo que recebeu microinjecdo de acido quinurénico 10 minutos antes da
microinje¢ao de LPS (LCAQ n= 7) obteve atenuacdo nesse aumento na PAM e FC
(APAM = - 2,75 £ 2,10 mm Hg e AFC = - 20,84 + 15,14 bpm), como mostrados na
figura8 e 9.
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Figura 9 — Variacdo em fungdo do tempo na presséao arterial média (PAM) (A) e na
frequéncia cardiaca (FC) (B), apds a microinje¢do de LPS no grupo LC
(n=6) e no grupo LCAQ (n=7). Diferenga entre LC e LCAQ. *p<0,05.
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Figura 10 — Variagdo maxima da pressao arterial média (APAM) (A) e da frequéncia
cardiaca (AFC) (B), 10 minutos apds a microinjegdo de LPS no grupo
LC (n=6) e no grupo LCAQ (n=7). *p< 0,05.

(A)
20-

-
o=
]

APAM (mm Hg)

]

=Y

o
L

100+

=

o
Lo
1

=

LC

LCAQ Pico aos 10 minutos

AFC (bpm)

LC

LCAQ

4.2  ANALISE DA MODULACAO PELO SISTEMA NERVOSO AUTONOMO

A analise foi feita levando em consideracao dois parametros basicos.

A pressao arterial sistélica (PAS) e o intervalo de pulso (IP) que corresponde a

frequéncia cardiaca, e os dados expressos em valores absolutos, sendo PAS em
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mm Hg? e IP ms?, e em unidades normalizadas (un) que corresponde & porcentagem

dos valores absolutos dos componentes LF e HF sem o componente VLF.

4.2.1 Efeitos da Microinjecdo de Solugdo Salina em Animais Submetidos a

Endotoxemia.

No parametro PAS apdés a endotoxemia, os animais tiveram
mudancas significativas na porcentagem dos componentes de baixa frequéncia (LF)
que corresponde ao sistema nervoso simpatico e no de alta frequéncia (HF) que
corresponde ao parassimpatico, nos dados normalizados. Onde houve aumento do
HF e diminuicdo do LF, como mostrado na tabela 1 e figura 10.

No parametro IP apds a endotoxemia, houve mudancga significativa
na variabilidade (var) e nos componentes HF e LF em dados reais. Houve queda

significativa dos 3 componentes como mostrado na tabela 2 e figura 11.

Tabela 1 — Valores médios para os componentes da analise espectral da pressao
arterial sistélica (PAS) comparando-se o grupo SS (n=7) antes e depois
da indugéo da endotoxemia. *p < 0,05. ** (un) unidades normalizadas.

Pressao arterial sistélica (PAS) mm Hg?
Basal Pés LPS ¢]
15,92+3,01 20,04+3,11 0, 400

VAR
LF 9,84+2,10 9,14+2,79 0, 847
HF 3,23¥1,02  9,28+2,59 0, 110
LF (un) ** 73,60+4,68 45,81+10,23 0, 044

HF (un) ** 26,39+4,68 54,18+10,23 0, 044
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Tabela 2 — Valores médios para os componentes da analise espectral do intervalo
de pulso (IP) comparando-se o grupo SS (n=7) antes e depois da
indugao da endotoxemia. *p < 0,05. ** (un) unidades normalizadas.

Intervalo de Pulso (IP) ms?

Basal Pés LPS p

VAR  58,25+15,95 4,67+1,61 0,019*
LF 6,74+2,59  0,83+0,66 0,044~

HF 30,61+10,50 1,77+0,69 0,043*

LF(un)** 22,05+10,23 19,07+9,79 0,851

HF(un)** 77,94+10,23 80,92+9,79 0,851
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Figura 11 — Valores médios dos componentes do parametro PAS nos animais do

25+

grupo SS (n=7), antes e apos serem submetidos a endotoxemia por
LPS. (A) Variabilidade, (B) LF em valores absolutos, (C) LF em
unidades normalizadas, (D) HF em valores absolutos, (E) HF em
unidades normalizadas. * p<0.05. (un) unidades normalizadas.
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Figura 12 - Valores médios dos componentes do parametro IP nos animais do grupo
SS (n=7), antes e apds serem submetidos a endotoxemia por LPS. *
p<0.05. (un) unidades normalizadas.
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4.2.2. Efeitos da Microinjecdo de Muscimol e Acido Quinurénico em Ratos

Submetidos a Endotoxemia.

Os animais do grupo SM quando comparados com o grupo SS
apdés a endotoxemia, no parametro PAS tiveram uma diminuicdo nos valores da
variabilidade (var) e no componente LF ,sendo os valores de variabilidade: SS 20+3
mm Hg? vs. SM 1142 mm Hg? e LF: SS 9+3 mm Hg? vs. SM 2 + 0,9 mm Hg?, p <
0,05, como mostrado na tabela 3 e figura 12. Os outros componentes nao sofreram
diferencgas significativas. O parametro IP ap6s a endotoxemia, ndo se modificou em

nenhum dos componentes, como mostrado na tabela 4 e figura 13.

Os animais do grupo SAQ quando comparados com o0s animas
do grupo SS apods a endotoxemia, ndo sofreram nenhuma modificagdo em ambos os

parametros PAS e IP. Valores mostrados nas tabelas 5 e 6 e figuras 14 e 15.
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Tabela 3 — Valores médios para os componentes da analise espectral da pressao
arterial sistélica (PAS) comparando-se o grupo SS (n=7) com o grupo
SM (n=6) ap6s endotoxemia. * p < 0,05. ** (un) unidades normalizadas.

Pressio Arterial Sistélica (PAS) mm Hg?

ss SM p

VAR 20,04+3,11 10,93+2,06  0.045*
LF 9,14+2,79 1,86£0,93  0.049*
HF 9,28+2,59 8,3612,74 0.813
LF(un)*  4581+10,23 27,86+14,10  0.319
HF(un)*  54,18+10,23 72,14+14,10  0.319

Tabela 4 -QValores médios para os componentes da analise espectral do intervalo
de pulso (IP) comparando-se o grupo SS (n=7) com o grupo SM (n=6)
apos endotoxemia. **(un) unidades normalizadas.

Intervalo de Pulso (IP) ms®

SS SM p
VAR 4,67+1,61 1,61+0,73  0.141
LF 0,83+0,66 0,12+0,11 0.36
HF 1,77+0,69 0,73+x0,24 0.222
LF(un)** 19,07+9,79 11,65+9,63 0.54

HF (un)** 80,92+9,79 88,35+9,63 0.605
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Figura 13 —Valores médios dos componentes dos parametros PAS nos animais do
grupo SS (n=7) comparado com os do grupo SM (n=6), apds a
endotoxemia. (A) variabilidade, (B) LF em valores absolutos, (C) LF em
valores normalizados, (D) HF em valores absolutos, (E) HF em valores
normalizados. * p<0.05. (un) unidades normalizadas.
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Figura 14 — Valores médios dos componentes dos parametros IP nos animais do
grupo SS (n=7) comparado com os do grupo SM (n=6) apos a
endotoxemia. (A) variabilidade, (B) LF em valores absolutos, (C) LF
em valores normalizados, (D) HF em valores absolutos, (E) HF em
valores normalizados. (un) unidades normalizadas.

A
(A) VAR IP
7=
6 _
h-
o, 4
=
2+ NN
1=
(B c
(B) LF (C) LF (un)
1.59 1 30- -
1.0 20
“o o
E E
0.54 104
UC T 1} c L) L]
ss sM SS SM
(D) (E)
HF HF (un)
2.5- S 100+
1
2.04 I
. 75+
o 154 ~
g10 —T E %
| 25
0.54 i
0.0 1 1 c L)

sS SM L3 S'M



50

Tabela 5 — Valores médios para os componentes da analise espectral da pressao
arterial sistélica (PAS) comparando-se o grupo SS (n=7) com o grupo

SAQ (n=6) apbs a endotoxemia. **(un) unidades normalizadas.

Pressio Arterial Sistolica mm Hg?

VAR
LF
HF
LF (un)**
HF (un)**

SS
20,04+3,11
9,14+2,79
9,28+2,59
45,81+10,23
54,18+10,23

SAQ
23,46+5,18
5,45+3,04
9,13+2,75
33,75+11,01
66,24+11,01

p
0.584

0.392
0.969
0.441
0.441

Tabela 6 — Valores médios para os componentes da analise espectral do intervalo
de pulso (IP) comparando-se o grupo SS (n=7) com o grupo SAQ (n=6)

apos a endotoxemia. ** (un) unidades normalizadas.

Intervalo de Pulso (IP) ms®

var
LF
HF
LF (un)**
HF (un)**

SS
4,67+1,61
0,83+0,66
1,77+0,69
19,07+9,79
80,92+9,79

SAQ
2,07+0,63
0,32+0,18
0,67+0,19
20,62+8,64
79,37+8,64

0.164
0.473
0.155
0.908
0.908
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Figura 15 — Valores médios dos componentes dos parametros PAS nos animais do
grupo SS (n=7) comparado com os do grupo SAQ (n=6) apds a
endotoxemia. (A) variabilidade, (B) LF em valores absolutos, (C) LF em
valores normalizados, (D) HF em valores absolutos, (E) HF em valores
normalizados. (un) unidades normalizadas.
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Figura 16 —Valores médios dos componentes dos parametros PAS nos animais do

grupo SS (n=7) comparado com os do grupo SAQ (n=6) apds a
endotoxemia. (A) variabilidade, (B) LF em valores absolutos, (C) LF em
valores normalizados, (D) HF em valores absolutos, (E) HF em valores
normalizados. (un) unidades normalizadas.
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4.2.3 Efeitos da Microinjegdo de Acido Quinurénico em Animais que Foram

Submetidos a Microinje¢ao de LPS no PVN

No parametro PAS a comparagao entre os grupos LC e LCAQ apos
a microinejcdo de LPS no PVN, evidenciou uma diferenga nos componentes da
variabilidade, LF, LF (un) e HF (un), somente houve um aumento significativo em HF
(un), os outros componentes mostraram diminui¢cao significativa. Como mostrado na
tabela 7 e figura 16.

No paréametro IP houve apdés a microinjecao de LPS no PVN,
diminuicao significativa da variabilidade e aumento do HF, mas sem diferenca
significativa, provavelmente por haver um erro padrdo muito grande no grupo LC.

Valores mostrados na tabela 8 e figura 17.

Tabela 7 — Valores médios para os componentes da analise espectral da pressao
arterial sistdlica (PAS) comparando-se o grupo LC (n=6) com o grupo
LCAQ (n=7) apdés microinjecdo de LPS no PVN. p < 0,05. **(un)
unidades normalizadas.
Pressao Arterial Sistdlica

LC LCAQ p
VAR 30.63t6.78  12.47+255  0.022*
LF 20.39+5.15  6.49+2.14 0.023*
HF 4.48+2.42 3.48+0.48 0.67
LF(un)** 81.55+7.03  53.46%8.59 0.031*
HF (un)** 18.45+7.03  46.54+8.59 0.031*

Tabela 8 — Valores médios para os componentes da analise espectral do intervalo
de pulso (IP) comparando-se o grupo LC (n=6) com o grupo LCAQ (n=7)
apo6s microinejcdo de LPS no PVN.* p< 0,05. **(un) unidades
normalizadas.

Intervalo de Pulso (IP)

LC LCAQ o]
VAR 27.62+6.32 11.97+1.41 0.024*
LF 23.07+£12.09 3.01£1.62 0.102
HF 18.63+11.32 6.55+1.26 0.274
LF(un)** 39.44+15.11 21.43+8.92 0.31
HF(un)** 60.55+15.11 78.55+8.92 0.311
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Figura 17 —Valores médios dos componentes dos parametros PAS nos animais do
grupo LC (n=6) comparado com os do grupo LCAQ (n=7) apos a
microinje¢ao de LPS no PVN. (A) variabilidade, (B) LF valores absolutos,
(C) LF valores normalizados, (D) HF valores absolutos, (E) HF valores
normalizados. * p<0.05. (un) unidades normalizadas.
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Figura 18 — Valores médios dos componentes dos parametros PAS nos animais do

grupo LC (n=6) comparado com os do grupo LCAQ (n=7) apos a
microinje¢cdo de LPS no PVN. (A) variabilidade, (B) LF valores
absolutos, (C) LF valores normalizados, (D) HF valores absolutos, (E)
HF valores normalizados. * p<0.05. (un) unidades normalizadas.
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4.3 Analise Indireta de NO no Plasma.

A administragdo de LPS elevou os niveis plasmaticos de NO nos
grupos SS (16,99 +2,45 uyM de nitrito) comparado com o grupo Salina que né&o
recebeu LPS (6,68+1,03 uM de nitrito). Também se elevaram os niveis plasmaticos
de NO nos grupos SM (16,13+£2,17 uM de nitrito) e SAQ (17,53+1,47 uM de nitrito)
sem diferengas significantes comparados com o grupo SS. O grupo LC nao sofreu
mudangas significativas nos niveis de NO (8,40+1,04 uM de nitrito), e o mesmo
aconteceu com o grupo LCAQ (10,10£2,08 pM de nitrito), como mostrado na figura
18.

Figura 19 — Concentragdes plasmaticas de NO nos varios grupos nas condigdes
pods-droga. Grupos comparados por teste T’ Student n&o pareado com
0 grupo salina sem endotoxemia. * p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Como a endotoxemia € uma das maiores causas de morte nas
unidades de terapia intensiva, muitos estudos tem sido feitos na tentativa de
desvendar seus mecanismos tanto periféricos como centrais para a diminuicao de
casos letais e também para a melhora no progndstico nos pacientes afetados.

A fisiopatologia da endotoxemia envolve a associag&o de intrincadas
reagcdes desencadeadas pelo patdégeno microbiano. Dois mecanismos distintos
contribuem para o colapso hemodinamico: a) extrinsecos (ou exégenos): toxinas,
endotoxinas e particulas de proteinas de bactérias gram-positivas, virus e fungos, e
b) intrinsecos (ou endogenos): liberacdo de mediadores pré-inflamatérios pelas
células do hospedeiro (JEAN-BAPTISTE, 2007; ALBERT, 2002).

Existem varios modelos utilizados para se estudar a endotoxemia, e
a questao principal é a capacidade de cada modelo em mimetizar o que ocorre na
endotoxemia humana. O modelo padrado de ligamento do ceco e punctura (CLP)
engloba mais caracteristicas clinicas e respostas a medicamentos da endotoxemia
humana, porém faltam algumas caracteristicas chaves, especialmente danos ao rim
e ao pulmao (DOI, 2009).

Apesar de ndo ser o modelo que mais se assemelha a endotoxemia
humana, o modelo de injecdo de LPS intravenoso induz inflamagéo sistémica,
incluindo aumento em citocinas proé-inflamatérias como o TNF-a e IL-1 sem
bacteremia (WICHTERMAN et al.,1980 ; MICHIE et al.,1988 ). A infusdo de LPS
também causa lesdo renal, incluindo queda na taxa de filtragdo glomerular
(CUNNINGHAM et al.,2004; TIWARI et al.,2005, KNOTEK et al.,2001). Por isso
segundo Doi (2009), a infusdo de LPS ainda permanece uma ferramenta util para
interrogar algumas questdes simples na trajetéria complexa da endotoxemia.

Uma série de disfungdes cardiocirculatorias € evidente no quadro
endotéxico como diminuicdo das fragbes de ejecdo dos ventriculos direito e
esquerdo, aumento nos volumes finais sistélicos e diastdlicos de ambos os
ventriculos, e um volume final de eje¢cao normal. A frequéncia cardiaca esta elevada
e a resisténcia vascular sistémica esta reduzida (PARKER et al.,1990; POELAERT
et al.,1997).

Ha uma producdo macica de NO, devida a expressao aumentada de

iINOS. Esse NO interfere no metabolismo de calcio pelos midcitos e pode prejudicar
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a funcao contratil. Em adig¢ao, as espécies reativas de oxigénio como o peroxinitrito,
produzido pelo NO interagindo com os ions superoéxido, sdo diretamente toxicos aos
miocitos.

As alteracbes vasculares na endotoxemia sao principalmente devido
ao efeito dos mediadores no musculo liso e disfuncdo endotelial, pois o NO causa
hiperpolarizagdo da membrana plasmatica do musculo liso, impedindo que este
ultimo responda as catecolaminas e causando uma grande vasodilatagao sistémica.

A disfungdo endotelial leva a falta de capacidade das células em
manter o ténus vascular com perda da pressao sanguinea e o dano endotelial leva
ao extravazamento dos capilares com depleg¢ao de volume intravascular e formacéao
de edema em orgaos envolvidos (NDUKA & PARRILLO, 2009). Em experimentos
deste grupo, uma observacao das estruturas internas dos animais apds a eutanasia
mostrou visceras hemorragicas com grande quantidade de sangue e linfa na
cavidade abdominal. Neste estudo nao foi feita a observagdo dos pulmodes para
verificar a existéncia ou ndo de edema pulmonar, mas em estudo de Mehanna e
colaboradores (2007), deste mesmo grupo, foi relatado que animais nas mesmas
condi¢des que nossos animais controle apresentavam edema pulmonar proeminente
e aumento do peso do pulmao apontando ,assim como, em outros estudos que o
LPS é um estimulante importante para o edema pulmonar agudo em ratos.

E sabido que durante a endotoxemia ha uma vasodilatacdo
generalizada causada pela produgao maci¢ca de NO com extravasamento de plasma
para a cavidade peritoneal, que leva a diminuicdo da pressao arterial devido a
hipovolemia. Nesse processo o hipotalamo € ativado pelo desafio imunologico para
tentar restabelecer os niveis pressoricos normais. Nesse momento ha grande
liberagdo de vasopressina e grande estimulo para a produg¢do de adrenalina, como
mostrado no trabalho de Annane e colaboradores (1999). No entanto, durante a
endotoxemia o organismo se mostra com sensibilidade reduzida aos fatores
vasoconstritores dificultando assim a vasoconstricdo para aumentar os valores
pressoricos.

Varios trabalhos foram feitos para se estudar os mecanismos da
endotoxemia, e muitos deles incluiam o envolvimento do SNC, mas pouco ou quase
nada se sabe sobre a participacdo do hipotalamo nas respostas cardiovasculares
que ocorrem nessa condi¢do, e pouco se sabe principalmente sobre a participacao
do PVN.
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Estudos de Badoer (2001) demonstram que as projecdes do PVN
para o RVLM sé&o ativadas por queda no volume sanguineo, sugerindo que haveria
aumento da atividade simpatica para ajudar no restabelecimento na presséao arterial.
Porém, outro estudo (ANNANE et al. 1999) ja demonstrava que esses animais
possuiam modulagdo simpatica prejudicada tanto nos vasos quanto no coragao,
sugerindo que a alteragao na regulacdo autbnoma central contribui para a faléncia
circulatoria.

Para Vaysettes-Couchay (2005), o aumento da atividade nervosa
durante a endotoxemia ndo € somente devida a atividade baroreceptora, ja que o
bloqueio desses reflexos e a lesdo do NTS ndao promoveram mudangas significativas
na ativacao simpatica e taquicardia causada por LPS e sobrevida dos animais.

Levando em consideragdo essas informagbes, nosso grupo
questionou qual seria a real participacdo do PVN nas respostas cardiovasculares
durante a endotoxemia, quais vias seriam responsaveis pela resposta do nucleo ao
desafio imunolégico severo, e que extensdo dessa resposta seria enddcrina ou
autbnoma

Foi utilizada a manipulagdo farmacolégica especifica, uma
ferramenta bastante difundida para estudo de fungcdo de determinadas vias
sinapticas do nucleo para uma melhor avaliacdo de sua participacao, e também para
determinar qual seria a possivel via de ativacado nas diversas situagcdes propostas.

Os resultados demonstram que a ativagdo da via gabaérgica pelos
receptores GABA Influencia a resposta cardiovascular durante a endotoxemia. A
microinjegdo de muscimol, um agonista dos receptores GABA A, resulta em uma
atenuacado na hipotensdo encontrada na primeira fase da endotoxemia em relagao
aos animais controle, de -35+ 9 mm Hg para -1£9 mm Hg, resulta também em um
aumento maior na frequéncia cardiaca que nos animais controle, de + 31 £ 14 bpm
para +122 + 31bpm.

Visualizando o perfil das respostas é possivel verificar que o inicio
da taquicardia corresponde ao final da hipotenséao, este resultado sugere que talvez
essas suas respostas sejam reguladas por vias sinapticas distintas. Fato esse
também evidenciado pela visualizacdo dos picos de resposta, onde o pico de queda
da PA foi aos 40 minutos e o pico de aumento da FC foi aos 60 minutos.

Estudo de Badoer (2002) demonstrou que existe um aumento de

atividade no nervo simpatico renal (ANSR) apds microinjecdo de muscimol em
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coelhos, apesar de nao ter sido feito o registro da atividade simpatica por limitagdes
técnicas, uma possivel ANSR aumentada em ratos com a microinjegdo de muscimol
poderia explicar a atenuagao da hipotensao na primeira fase da sepse.

A microinjecéo de acido quinurénico, um antagonista dos receptores
glutamatérgicos ionotrépicos, ndo demonstrou nenhuma mudanga na hipotenséo
apresentada na primeira fase da endotoxemia, porém mostrou um aumento nos
valores de frequéncia cardiaca com diferengas significantes a partir dos 50 minutos
de registro.

A microinjecao de acido quinurénico evidencia uma resposta para a
FC semelhante a resposta obtida com o muscimol, sugerindo novamente a
possibilidade das respostas para PA e FC serem devidas a duas vias sinapticas
distintas. Sugere também que a via inibitdria seja responsavel pela resposta de PA e
que para a FC tanto a via inibitéria como a excitatéria possam estar envolvidas.

Estudo de Vayssettes-Courchay e colaboradores (2002), conclui
apods experimentos com a administragao de inibidores da NOS que a NOS neuronal
nao esta envolvida nas respostas de ativagao simpatica e que é a indugao da iINOS
que participa da hipotensdo como ja havia sido descrito em outros estudos
(THIEMERMANN & VANE,1990; KILBOURN et al. 1990).

Corréa e colaboradores (2007), mostrou que bloqueando o aumento
do 6xido nitrico plasmatico derivado da iINOS a expressao de c-fos no PVN, nucleo
supradptico (SON) e organum vasculosum of lamina terminalis (OVLT) é diminuida
e a secrecao de vasopressina (AVP) em ratos sépticos por CLP também diminui.

Muitos estudos tém sido feitos para esclarecer o papel da ativagéo
cerebral proveniente da inflamacdo cerebral, relacionando com a ativagao
proveniente da infusao periférica e na tentativa de determinar se existe um mesmo
padrdao de resposta. Apds experimentos com a administracdo de LPS periférico,
nosso grupo questionou a possivel agcdo da endotoxina quando microinjetada
diretamente no nucleo.

Lund e colaboradores (2006) descreveram que ocorrem mudangas
na expressao de genes no hipocampo apds a inje¢ao central de LPS. No trabalho
de Bonow e colaboradores (2009) foi comparado o perfil de expressao génica em
duas regides do cérebro, o hipocampo e o cortex cerebral apdés a microinjecao de
LPS no ventriculo lateral e concluiu que embora as expressdes génicas basais

sejam unicas, as mudancgas induzidas por LPS sao similares em ambos hipocampo e



61

cortex cerebral, sugerindo que essas regides respondem similarmente a inflamacéao
aguda. A expressdao de mRNA que codifica proteinas ribossomais estava também
aumentada em ambas as regides , 0 que sugere que o céerebro esta trabalhando
para aumentar sua capacidade para sintese de proteinas.

Estudo de Habu (1998) sugeriu que a administragdo central de LPS
assim como a administracdo periférica pode estimular a secrecdo de ACTH. A
administragdo periférica de LPS parece levar a ativagcdo dos grupos celulares
adrenérgicos no tronco cerebral o que parece envolver a ativagdo de aferentes
vagais, pois a vagotomia tem demonstrado suprimir a ativagdo neuronal induzida
pelo LPS no NTS (GAYKEMA et al.,1995).

O PVN recebe uma densa inervagdo noradrenérgica e adrenérgica
proveniente dos grupos A1, A2, C1 e C2 do tronco cerebral (SAWCHENKO,1982;
CUNNINGHAM, 1988), os grupos noradrenérgicos celulares A1 e A2 do tronco
cerebral se projetam para o PVN, o qual esta envolvido na resposta integrada ao
estresse. A comunicacgao bidirecional entre o cérebro e o sistema imune esta bem
estabelecida, com ambas respostas neuroenddcrinas e imune sendo ativadas pelo
LPS. O LPS central ativa o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA), um processo
parcialmente mediado pelos neurbnios noradrenérgicos do tronco cerebral,
sugerindo o envolvimento de vias aferentes/eferentes dentro do cérebro. A
administragao periférica de LPS envolve ativagao de aferéncias vagais levando ao
NTS.

Condé (1999), determinou em seus estudos aumento no mRNA do
hormoénio liberador de corticotrofina (CRH) no PVN e nos niveis circulantes de
corticosterona, refletindo a ativagdo do eixo HPA em resposta da injegéo
intracérebro ventricular de LPS como mostrado em outros estudos (HARBUZ,1992;
RIVIER,1995; RIVEST,1995). Esse mesmo pesquisador mostrou também que a
adrenalectomia ndo tem efeito na proteina Fos ou mRNA induzidos por LPS dentro
das areas A1. Em contraste, demonstrou que ha um aumento no mRNA de c-fos na
regidao A2 nos ratos adrenolectomizados em resposta ao LPS. Esses dados sugerem
que a regidao A2 media os sinais imunes do cérebro em adi¢gdo aqueles provenientes
da periferia pela via vagal.

Xia e Krukoff demonstraram em 2003 que a microinjecédo de LPS
intracérebro ventricular estimula uma queda temporaria na pressao arterial e ativa o

PVN e os neurbnios catecolaminérgicos do tronco cerebral e que esta ativagao esta
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correlacionada com respostas tanto cardiovasculares como de ativacdo do eixo
hipotalamo-hipdfise. Diferentemente, a microinjecdo de LPS diretamente no PVN
feita por nosso grupo mostrou um aumento na PA e na FC dos animais com uma
duracao de resposta de aproximadamente 15 minutos. Essa diferenga pode estar
relacionada com o local da microinje¢cdo, pois nosso grupo fez a microinjegcao
diretamente no parénquima. Todavia essas mudancgas sugerem que o desafio
inflamatdrio central afeta as respostas autonémicas.

Em um segundo grupo foi realizada a microinjecéo prévia de acido
quinurénico para inibicdo dos receptores ionotropicos glutamatérgicos e em seguida
foi feita a microinjecao de LPS diretamente no PVN. Neste caso, houve atenuacéao
na resposta hipertensiva do LPS, o que sugere uma possivel participagdo da via
excitatéria na resposta de aumento da PA na inflamacao cerebral.

A producdo maci¢ca de NO pela iINOS é grandemente descrita na
literatura como uma das principais reacodes fisiopatolégicas desencadeadas pelo
desafio imunoldgico (NDUKA & PARRILLO, 2009, JEAN-BAPTISTE,2007; ALBERT,
2002) levando a uma vasodilatagdo generalizada. Neste estudo a concentracdo de
NO nos grupos experimentais foi mensurada de forma indireta dosando a
concentracao de nitrito através de uma reagao quimica com o reagente de Griess.

Os animais que nao foram submetidos a nenhum tipo de protocolo
experimental demonstram uma producdo basal de NO, os animais que receberam
LPS i.v. tiveram esses valores elevados em trés vezes, o mesmo ocorreu com 0S
animais que receberam microinjegdo de muscimol e acido quinurénico e apos LPS
i.v. Estes resultados sugerem que a modulagdo do PVN ndo promove nenhuma
alteracao na producéo de NO periférico pela iINOS.

Os animais que receberam microinje¢cao de LPS no PVN tiveram a
concentragcao de NO similar aos animais que nao sofreram nenhum tipo de protocolo
experimental, o0 mesmo ocorreu com 0s animais que receberam microinjegao de
acido quinurénico anterior a microinjecdo de LPS no PVN. Sugerindo que a
inflamacéao cerebral devida a microinjegao de LPS no PVN e a subsequente ativagao
do PVN nao é suficiente para estimular a produgdo de NO pela iINOS, e nem
promover os sintomas caracteristicos de endotoxemia.

A analise espectral da variabilidade foi utilizada nos registros
cardiovasculares de todos os grupos experimentais, a qual € uma ferramenta indireta

de avaliagdo do balango simpato-vagal cardiaco. Embora esse meétodo nao
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discrimine se essa ativagao simpatica € centralmente mediada ou se é a transmissao
neuroefetora periférica que estd comprometida (SAYK et al. 2008) , € uma
ferramenta bastante utilizada atualmente, especialmente em preparagcdes com
animais nao anestesiados.

Sob a denominagao “andlise espectral” nds incluimos um grande
conjunto de ferramentas matematicas que permitem a caracterizagdo de sinais de
acordo com seu conteudo de frequéncia. Como uma comparagao simples, a analise
espectral é para os sinais temporais 0 que um prisma € para a luz, uma ferramenta
para desvencilhar os diferentes componentes espectrais (cores), escondidos sob a
luz branca (ALTIMIRAS, 1999).

Nossos dados estdo em conformidade com a literatura (GODIN et al.
1996, KORACH et al. 2001) que demonstra que durante a endotoxemia a
variabilidade no pardmetro IP esta diminuida, assim como o0s componentes
espectrais simpatico e parassimpatico estdo diminuidos.

Estudo de Korach (2001) sugere que a relagdo entre componentes
de baixa frequéncia/alta frequéncia (LF/HF) poderia ser um teste valido para
diagndstico da endotoxemia em pacientes, uma relagao LF/HF baixo determinaria
uma condigcdo de endotoxemia. Levando esse conceito em consideragdo, nossos
animais apresentam relacdo muito baixa apds a administracdo de LPS, o que os
caracterizariam em condi¢ao endotoxica.

A analise espectral dos grupos experimentais demonstrou que os
animais que receberam microinjecdo de muscimol anterior ao LPS i.v,,
demonstraram no componente PAS, correspondente a pressao arterial sistélica, uma
diminuicdo da variabilidade em relagdo a encontrada no grupo que so recebeu LPS
i.v. e desenvolveu o quadro endotdxico e também demonstrou uma diminuicdo no
componente LF, ligado ao sistema simpatico. No entanto, no componente IP, ligado
a frequéncia cardiaca, ndo houve nenhuma diferenca entre os grupos salina e
muscimol. Quanto aos animais que receberam microinjegdo de acido quinurénico
anterior ao LPS i.v., ndo demonstraram nenhuma diferenca em nenhum dos
parametros.

Os animais que receberam LPS diretamente no PVN quando
comparados com 0s animais que receberam acido quinurénico anteriormente a
microinje¢ao de LPS, no componente PAS tiveram um aumento de HF em unidades

normalizadas, ou seja, no componente parassimpatico, enquanto o LF, que
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corresponde ao simpatico e a variabilidade, diminuiram. No componente IP houve
diminuicdo da variabilidade, sugerindo que provavelmente na ativacdo direta do
nucleo pela inflamagdo cerebral outra via possa estar agindo para explicar o
aumento do componente parassimpatico neste caso em particular.

Mais estudos serdo necessarios para avaliar a real participagao do
PVN na endotoxemia, outras técnicas e outros modelos poderdo ser usados
futuramente para um melhor esclarecimento da participacdo do PVN nas respostas
cardiovasculares promovidas na endotoxemia, porém nosso estudo traz evidéncias
de que o0 nucleo possui uma participacdo importante nessas respostas

cardiovasculares.
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6 CONCLUSAO

e A ativagado gabaérgica pelo muscimol promove atenuagdo na
resposta de hipotensdo derivada da endotoxemia, assim como diminui a
variabilidade da frequéncia cardiaca em animais com endotoxemia que ja
apresentam variabilidade diminuida.

e A inibicdo dos receptores ionotropicos do Glu pelo acido
quinurénico antes da indugdo da endotoxemia ndo modifica as alteragdes na
pressao arterial, porém exacerba a taquicardia. O acido quinurénico também n&o
modifica nenhum dos parametros avaliados pela analise espectral durante a
endotoxemia.

e A inflamagdo cerebral causada pela microinjecdo de LPS
diretamente nos neurénios do PVN causa aumento da pressao arterial e taquicardia,
resposta essa que parece ser medida por vias glutamatérgicas, pois a microinjegao
de acido quinurénico previamente ao LPS no PVN atenua esse aumento, assim
como a variabilidade da frequéncia cardiaca nesses animais.

e A condicdo de endotoxemia promove aumento nos valores de
NO independente da modulagéo de vias gabaérgicas ou glutamatérgicas no PVN. A
microinjegdo de LPS no PVN ndo modifica os valores plasmaticos de NO
encontrados em animais nao- sépticos.

Em conjunto os dados permitem concluir que o PVN participa na
modulagcado das respostas cardiovasculares e autondmicas durante a fase inicial ,que

dura aproximadamente duas horas,da endotoxemia induzida por LPS.
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