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RESUMO 

SILVA, T. M. Integração entre o bulbo ventrolateral rostral e o núcleo 
paraventricular do hipotálamo durante a ativação dos quimiorreceptores arteriais: 
possível envolvimento dos mecanismos catecolaminérgicos. 2016. 122 f. Tese 
(Doutorado em Fisiologia Humana) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2016. 
 
Em resposta a uma redução na pressão parcial de O2 (PaO2), os quimiorreceptores 
periféricos detectam essas alterações e enviam informações características para o 
sistema nervoso central (SNC) a fim de promover toda uma mobilização encefálica na 
tentativa de corrigir a alteração na homeostasia. Estudos neuroanatômicos mostram 
que os neurônios C1 enviam projeções para núcleo paraventricular do hipotálamo 
(PVH), mas, pouco descrevem a participação desta via em uma situação de hipóxia. 
Ademais, o potencial envolvimento de mecanismos neuroimunes no controle neural 
cardiorrespiratório durante a hipóxia não está esclarecido. Neste estudo mostramos por 
meio de métodos de rastreamento neural que neurônios catecolaminérgicos do BVLr/C1 
ativados por hipóxia se projetam para o PVH. Mostramos também que a integridade dos 
neurônios catecolaminérgicos do BVLr são essenciais para que neurônios do PVH 
sejam ativados por hipóxia. Além disso, o tratamento com minociclina alterou a 
expressão de mediadores inflamatórios no BVLr e PVH, a expressão de Fos e as 
repostas respiratória e autônoma desencadeadas pela hipóxia. Estes resultados 
conferem uma importante caracterização sobre a distribuição dos neurônios 
catecolaminérgicos do BVLr/C1 que são ativados por hipóxia e se projetam para o PVH. 
Além de mostrar que a hipóxia pode desencadear mecanismos neuroimunes que 
possivelmente envolvem a participação da microglia e também recrutam a via neural 
C1- PVH. 
 

Palavras‐chave: Hipóxia. Vias autônomas centrais. Inflamação. Neurônios C1.  Núcleo 
paraventricular do hipotálamo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

SILVA, T.M. Integration between the rostral ventrolateral medulla and the 
paraventricular hypothalamic nucleus during activation of arterial 
chemoreceptors: possible involvement of catecholaminergic mechanisms. 2016. 
122 p. Thesis (Ph.D. Human Physiology) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016.  

In response to a reduction in the O2 partial pressure (PaO2), peripheral chemoreceptors 
detect these changes and send information to the central nervous system (CNS) to 
promote mobilization in whole brain to correct the change in the homeostasis. 
Neuroanatomical studies show that C1 neurons send projections to the paraventricular 
hypothalamic nucleus (PVH), but rather describe the involvement of this pathway in a 
hypoxic situation. Furthermore, the potential involvement of neuroimmune mechanisms 
in cardiorespiratory neural control during hypoxia is unclear. In this study we show 
through neural tracing methods that catecholaminergic neurons localized in rostral 
ventrolateral medulla (RVLM) / C1 cells activated by hypoxia send projections to the 
PVH. We also show that the integrity of the RVLM catecholaminergic neurons is 
essential for PVH neurons be activated by hypoxia. Moreover, treatment with 
minocycline changed the expression of inflammatory mediators in RVLM and PVH, the 
expression of Fos in these nucleus, and respiratory and autonomic responses elicited by 
hypoxia. These findings provide an important characterization of the distribution of 
catecholaminergic RVLM / C1 neurons that are activated by hypoxia and project to the 
PVH. In addition to showing that hypoxia can trigger neuroimmune mechanisms that 
possibly involve the microglia activity and also recruit the C1/PVH neural pathway.  
 
Keywords: Hypoxia. Central autonomic pathways. Inflammation. C1 neurons. 
Paraventricular hypothalamic nucleus. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Ativação dos quimiorreceptores periféricos frente a uma situação de hipóxia 

  

O oxigênio (O2) é uma molécula essencial para a manutenção do funcionamento 

celular e para isso exige um controle bastante refinado dos níveis de sua pressão 

parcial no sangue arterial (PaO2) (PEÑA; RAMIREZ, 2005).  

 Um conjunto de células neuroepiteliais derivadas da crista neural localizadas 

principalmente nos corpúsculos carotídeos (quimiorreceptores carotídeos) (BISCOE; 

DUCHEN, 1990a) apresentam a peculiaridade de despolarizar em condições de hipóxia 

(LAHIRI et al., 2006).  

 Os corpúsculos carotídeos estão localizados principalmente na bifurcação da 

artéria carótida comum. A artéria que se ramifica da bifurcação das carótidas comum, 

denominada artéria do corpúsculo carotídeo, irriga os quimiorreceptores e confere a 

essas células quimiossensíveis o maior fluxo de sangue por peso de tecido de todos os 

órgãos do corpo (BARNETT et al., 1988). Perante esta intensa perfusão sanguínea, os 

quimiorreceptores periféricos além de detectarem queda na PaO2, também são 

sensíveis a condições de alteração na pressão parcial de gás carbônico (PaCO2) e 

queda no pH sanguíneo (BISCOE; DUCHEN, 1990a). 

 Os corpúsculos carotídeos são compostos por dois tipos celulares: as células 

glomus do tipo I, que possuem fenótipo neuronal e as células glomus tipo II, que não 

respondem eletrofisiologicamente a hipóxia e tem sido caracterizada por 

desempenharem um papel modulatório na quimiotransdução (KUMAR; PRABHAKAR, 

2012; XU et al., 2003). Evidências indicam que as células glomus tipo I são o os 

sensores de O2 e que essas células atuam nas proximidades da terminação nervosa 

aferente como uma unidade sensorial (KUMAR; PRABHAKAR, 2012). Em condições 

em que há uma queda na PaO2 em valores abaixo de 60 mmHg, canais de K+ 

dependentes de O2, localizados na membrana das células quimiossensíveis (glomus 

tipo I) se fecham. A diminuição do efluxo de K+ durante a hipóxia altera o potencial de 

membrana da célula resultando na ativação de canais de Ca2+ dependentes de 

voltagem o que promove influxo de Ca2+ e liberação de neurotransmissores como 
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dopamina, acetilcolina ou ATP na fenda sináptica, que por sua vez promove a ativação 

das terminações dos nervos aferentes (BAIRAM et al., 1998; BISCOE; DUCHEN, 

1990b; JIANG; EYZAGUIRRE, 2004). 

 A ativação de receptores localizados nas terminações nervosas aferentes cujos 

corpos celulares estão localizados no gânglio petroso deflagram potenciais de ação em 

direção ao sistema nervoso central (SNC), em direção ao núcleo do trato solitário 

comissural (NTScom), promovendo a ativação de reflexos respiratórios e 

cardiovasculares com o objetivo de restaurar os níveis de O2 em valores fisiológicos. O 

recrutamento de todo esse mecanismo é chamado de quimiorreflexo periférico, o qual 

consiste um dos principais elementos mantenedores da homeostase cardiorrespiratória 

(GUYENET, 2000; 2014; MACHADO, 2001).  

 Os ajustes promovidos pela ativação desse reflexo se caracterizam por aumento 

da atividade simpática, da pressão arterial e da atividade respiratória (BARROS et al., 

2002; BRAGA et al., 2007; MOREIRA et al., 2006). Alterações cardiorrespiratórias são 

mobilizadas de forma sincronizada com o objetivo de melhorar os processos de troca 

gasosa pulmonar e do débito cardíaco, melhorando a eficiência da captação de O2 e da 

perfusão tecidual (BARROS et al., 2002). 

 

1.2 Mecanismos neurais de controle cardiorrespiratório 

  

Como já descrito nos parágrafos acima, os quimiorreceptores periféricos estão 

envolvidos na manutenção da homeostasia em resposta a uma situação de hipóxia. Em 

uma situação de redução da PaO2, os quimiorreceptores periféricos detectam essas 

alterações e enviam informações características para o SNC com o objetivo de 

promover toda uma mobilização encefálica, recrutando vias autônomas e assim, 

desencadeando respostas cardiovasculares e respiratórias à ativação do quimiorreflexo. 

 As respostas de ativação dos quimiorreceptores periféricos são relativamente 

rápidas com uma latência de aproximadamente 0,2-0,3s (KUMAR; PRABHAKAR, 

2012). A primeira sinapse ou o sítio de terminação das fibras aferentes viscerais no 

SNC ocorre na região do NTScom (PATON et al., 2001; VARDHAN et al., 1993). A 

partir do NTScom, as informações provenientes dos receptores periféricos podem ser 



20 
 

distribuídas para diversas áreas do SNC, dentre as quais se destacam as áreas 

bulbares responsáveis pelo controle respiratório, bem como as áreas localizadas na 

região ventrolateral do bulbo que controlam o tônus simpático para o sistema 

cardiovascular (ALHEID et al., 2011; KOSHIYA; GUYENET, 1996; KOSHIYA et al., 

1993; MOREIRA et al., 2006).   

 A estimulação da respiração desencadeada pela ativação dos corpúsculos 

carotídeos é mediada pela comunicação entre neurônios do NTScom com segmentos 

do grupamento respiratório ventral, com núcleo retrotrapezóide (RTN) e estruturas 

pontinas como Kölliker-Fuse (KF) (ALHEID et al., 2011; DAMASCENO et al., 2014; 

SONG et al., 2011; TAKAKURA et al., 2006a). Por sua vez, o efeito da estimulação do 

corpúsculo carotídeo sob o tônus simpático é mediado principalmente por projeções 

excitatórias oriundas no NTScom para os neurônios pré-motores simpáticos da região 

rostroventrolateral do bulbo (BVLr), mais especificamente para os neurônios 

catecolaminérgicos do grupamento C1 (AICHER et al., 1996). 

 

1.3 Grupamento catecolaminérgico C1 

 

 A região ventrolateral do bulbo (BVL) determina o quadrante ventrolateral da 

formação reticular. O grupamento catecolaminérgico C1 está localizado juntamente com 

outros grupamentos neuronais na porção mais rostral do BVL e constitui 72% dos 

neurônios bulbares que expressam a enzima que sintetiza adrenalina, denominada 

“phenylethanolamine N-methyl transferase” (PNMT). Os outros grupamentos 

adrenérgicos constituem as regiões C2 e C3, localizados na porção rostromedial do 

núcleo do trato solitário e fascículo longitudinal medial e núcleo do hipoglosso, 

constituindo 13% (C2) e 15% (C3) da população neuronal imunorreativa para PNMT em 

ratos (MINSON et al., 1990).   

 Sabe-se que aproximadamente 1/3 dos neurônios da região C1 são neurônios 

pré-motores simpáticos, ou seja, inervam os neurônios pré-ganglionares simpáticos. 

Classicamente, a região do BVL foi descrita como uma região pressora, na qual a 

injeção de aminoácidos excitatórios promove aumento na pressão arterial (PA) 

(SAPRU, 1996; SCHREIHOFER et al., 2000)), enquanto injeções de ácido gama 
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aminobutírico (GABA) promove queda da PA e frequência cardíaca (FC) (DAMPNEY; 

MOON, 1980; ROSS et al., 1984). Ademais, é importante acrescentar que os neurônios 

não-catecolaminérgicos do BVLr também contribuem com projeções bulbo espinhais. 

Esses neurônios ainda não possuem um marcador fenotípico específico, mas, são 

conhecidos pela característica de exercerem intensa atividade no controle da PA em 

situações de repouso (LIPSKI et al., 1996; MADDEN; SVED, 2003; SCHREIHOFER; 

GUYENET, 1997; SCHREIHOFER et al., 2000). 

 Os neurônios C1 estão envolvidos com respostas cardiorrespiratórias a hipóxia, 

assim como contribuem também com respostas neuroendócrinas e termorregulatórias a 

este estímulo (ABBOTT et al., 2013; GUYENET et al., 2013; MADDEN et al., 2013; 

ROSS et al., 1984; SMITH et al., 1995). Em conformidade com essas informações, 

diferentes estudos mostram que esses neurônios são vigorosamente ativados em uma 

situação de hipóxia (ERICKSON; MILLHORN, 1994; HIROOKA et al., 1997), sendo, a 

atividade simpática, induzida por estimulação do corpúsculo carotídeo, deprimida após 

lesão seletiva desses neurônios (SCHREIHOFER; GUYENET, 2000). 

 A ação sinérgica das atividades simpática e cardiovagal durante a hipóxia 

também constitui um mecanismo de associação de ações benéficas para a função 

cardíaca (KOIZUMI et al., 1982). A ativação cardiovagal pode melhorar a eficiência e 

reduzir o custo metabólico do bombeamento de sangue durante os períodos de 

aumento do tônus simpático para o coração (KOIZUMI et al., 1983; VIMERCATI et al., 

2012) e os neurônios C1 podem estar envolvidos com essa resposta, via projeções 

monossinápticas glutamatérgicas para o núcleo motor dorsal do vago (DMV) (DEPUY et 

al., 2013).   

 A contribuição dos neurônios C1 para a ativação da respiração em condições de 

hipóxia ainda não está totalmente determinada. Alguns trabalhos sugerem que essa 

modulação ocorra por meio de uma conexão direta entre neurônios C1 e elementos do 

centro gerador do ritmo respiratório, embora conexões indiretas não sejam descartadas, 

como mediante a ativação dos neurônios quimiossenssíveis do RTN, dos neurônios do 

complexo parabraquial/Kölliker-Fuse ou ainda do NTS (AGASSANDIAN et al., 2012; 

CHAMBERLIN, 2004; CHAMBERLIN; SAPER, 1994; DAMASCENO et al., 2014; 

GUYENET et al., 2010; SAPRU, 1996; TAKAKURA et al., 2006a). Além do mais, 
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também há a possibilidade dos neurônios C1 participarem do controle respiratório via 

projeções para o locus coeruleus, hipotálamo dorsomedial, região perifornicial do 

hipotálamo e substância cinzenta periaquedutal (ASTON-JONES et al., 2001; 

BOCHORISHVILI et al., 2014; ELAM et al., 1981; HOLLOWAY et al., 2013). 

 

1.4 Grupamento C1 e o Núcleo Paraventricular do Hipotálamo 

 

 As primeiras descrições de projeções axonais dos neurônios C1 foram feitas por 

Hökfelt e colaboradores na década de 70 (HOKFELT et al., 1973). Até o presente 

momento, sabe-se que esses neurônios possuem uma intensa rede neural de 

comunicações com diversos grupamentos encefálicos, incluindo, como já descrito 

anteriormente, o núcleo motor dorsal do vago (DMV), a coluna intermediolateral, locus 

coeruleus, substância cinzenta periaquedutal, região perifornicial e também o núcleo 

paraventricular do hipotálamo (PVH) (GUYENET, 2006a; HOKFELT et al., 1973). 

Algumas dessas comunicações foram descritas como excitatórias, utilizando o 

neurotransmissor glutamato como molécula sinalizadora (BOCHORISHVILI et al., 2014; 

DEPUY et al., 2013; GUYENET, 2006b; HOLLOWAY et al., 2013; SVED et al., 2001). 

Os neurônios C1 também utilizam outros neuropeptídeos como moléculas 

sinalizadoras, dentre elas o neuropeptídeo Y (NPY), a substância P, hormônio liberador 

de tireotrofina, regulador transcricional da cocaína e anfetamina e o polipeptídeo 

ativador de adenilato ciclase pituitário (PILOWSKY, 2008). 

 Evidências neuroanatômicas também demonstram que a região bulbar, onde 

estão localizados os neurônios C1, é organizada topograficamente no que diz respeito a 

suas projeções axonais. Tucker e colaboradores, na década de 80, relataram que 

células C1 se projetam para medula espinhal e para o hipotálamo, mas raramente para 

ambos (TUCKER et al., 1987). Estudos mais recentes confirmam esta topografia e 

mostram que os neurônios C1 caudais compõem as projeções suprabulbares, enquanto 

que a região mais rostral é composta pelos neurônios pré-motores simpáticos 

(AGASSANDIAN et al., 2012; MINSON et al., 1994; STORNETTA et al., 1999; 

STORNETTA et al., 2015). Dentre as regiões suprabulbares que recebem aferências do 

grupamento C1 há o núcleo paraventricular do hipotálamo (PVH), sendo a análise da 
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integração entre essas duas importantes regiões encefálicas um dos objetivos do 

presente trabalho.  

 Projeções catecolaminérgicas do tronco encefálico para o PVH parecem 

proporcionar a retransmissão de informações sensoriais viscerais com o objetivo de 

promover a integração de mecanismos reguladores, auxiliados pelo sistema nervoso 

autônomo, bem como as respostas neuroendócrinas (SAWCHENKO; SWANSON, 

1983a; SWANSON; SAWCHENKO, 1983). 

 A inervação catecolaminérgica na região do PVH origina-se de seis possíveis 

fontes neurais: grupamentos catecolaminérgicos C1, C2, C3, A1, A2 e A6. O 

grupamento A1 promove a inervação principalmente de células magnocelulares 

vasopressinérgicas, ao passo que os grupamentos A2, A6, C1, C2 e C3, promovem a 

inervação das células parvocelulares do PVH (CUNNINGHAM et al., 1990; FUZESI et 

al., 2007; SAWCHENKO; SWANSON, 1983b; SWANSON; KUYPERS, 1980; 

SWANSON; SAWCHENKO, 1980). Experimentos in vitro mostraram que as 

catecolaminas promovem a ativação dos neurônios pré-simpáticos na região do PVH e 

que esses efeitos seriam mediados por uma modulação pré-sináptica. No entanto, os 

mecanismos moleculares de como os grupamentos catecolaminérgicos promoveriam a 

ativação de neurônios hipotalâmicos ainda não são claros e necessitam de maiores 

estudos (CHEN et al., 2006). 

 A participação do PVH nas vias neurais do quimiorreflexo periférico tem sido foco 

de alguns estudos. Resultados mostram desde um aumento significativo na expressão 

da proteína Fos no PVH de ratos submetidos à hipóxia moderada (PaO2 11%), quanto a 

participação do PVH na via simpato-excitatória do quimiorreflexo (BERQUIN et al., 

2000; CRUZ et al., 2008; OLIVAN et al., 2001; REDDY et al., 2005). 

 Avaliações neuroanatômicas indicam que a hipóxia é capaz de ativar células 

catecolaminérgicas do NTS e também do grupamento A1 que se projetam para o PVH, 

o que sugere que o componente simpato-excitatório e possivelmente respiratório do 

quimiorreflexo não parece se restringir a comunicações somente entre áreas bulbares, 

e que a modulação do PVH sob influencia de neurônios catecolaminérgicos pode estar 

envolvido com essas respostas (KING et al., 2012; KING et al., 2013; KING et al., 

2015). 
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 No presente trabalho, uma das nossas hipóteses é que a hipóxia aguda, 

promovendo a ativação dos quimiorreceptores arteriais é capaz de recrutar neurônios 

catecolaminérgicos, mais especificamente, neurônios adrenérgicos do grupamento C1 e 

influenciar a atividade de neurônios do PVH. 

 

1.5 Hipóxia e interações neuroimunes  

 

 O envolvimento dos neurônios C1 em situações aversivas como hipóxia e 

inflamação, as quais seriam capazes de estimular a produção de vasopressina, 

ocitocina e o fator liberador de corticotrofina (CRF), tem sido demonstrado 

sistematicamente (BERQUIN et al., 2000; FORSLING; AZIZ, 1983; GUYENET et al., 

2013; HIROOKA et al., 1997; IOVINO et al., 2013; RAFF; ROARTY, 1988; SCHILTZ; 

SAWCHENKO, 2007; SMITH et al., 1995).  

 Schiltz e Sawchenko (2007) mostraram que um desafio homeostático com uma 

injeção sistêmica de IL-1β pode recrutar neurônios catecolaminérgicos do BVLr que 

enviam projeções ascendentes para modular a atividade de neurônios do PVH, sendo a 

integridade dessa via determinante nas respostas de ativação hipotalâmica frente a este 

estímulo (SCHILTZ; SAWCHENKO, 2007).  

 O conhecimento que um estímulo inflamatório sistêmico pode recrutar uma 

projeção específica do SNC nos levou a relacionar essa informação a evidencias que 

mostram que uma situação de baixa perfusão de O2 pode induzir a atividade de fatores 

de transcrição no SNC, capazes de promover aumento na expressão de RNA 

mensageiro de diferentes mediadores inflamatórios (MANALO et al., 2005; OLIVER et 

al., 2009; SEMENZA, 2014). 

 Diante destas e outras evidências, nossa segunda hipótese é que uma hipóxia 

aguda poderia promover um aumento na expressão de citocinas e fatores inflamatórios 

em núcleos específicos do SNC, como o BVLr e PVH, regiões já conhecidas por 

participarem de respostas a situações emergenciais (GUYENET et al., 2013). 

Acreditamos que neurônios C1 podem contribuir significativamente para a ativação dos 

neurônios do PVH frente uma situação desafiadora para o organismo e que 
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acreditamos, esteja gerando um processo inflamatório. Essa situação seria a redução 

dos níveis de O2 (hipóxia). 

 Atualmente, estudos têm enfatizado a relação existente entre o sistema nervoso 

central (SNC) e o sistema imune (TRACEY, 2009). A inflamação consiste uma resposta 

do sistema imune envolvida no reparo tecidual e também proteção do organismo. Essa 

resposta é caracterizada pela interação e mobilização de diferentes tipos celulares e 

moléculas de sinalização, produzindo alterações locais e sistêmicas. Células efetoras 

da imunidade inata como macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, possuem como 

característica promover a fagocitose, liberação de mediadores inflamatórios como 

citocinas e quimiocinas, ativação de proteínas do sistema complemento e também 

síntese de proteínas de fase aguda, sendo todos esses mecanismos ativados por 

estímulos específicos (LYMAN et al., 2014; WYNN et al., 2013).  

 Como citado anteriormente há evidências de que a resposta de ativação do eixo 

HPA após uma injeção sistêmica de IL-1β possa depender de aferências 

catecolaminérgicas para o hipotálamo (CHULUYAN et al., 1992; WEIDENFELD et al., 

1989), mas, ainda não é claro, se uma situação de hipóxia pode desencadear um 

recrutamento específico dessas aferências e também estimular a expressão de 

mediadores do processo inflamatório. 

 De acordo com a literatura, tanto os neurônios catecolaminérgicos do NTS (A2), 

quanto do BVL (C1/A1) podem influenciar diretamente o eixo HPA, pois, a lesão dessas 

regiões foi capaz de reduzir o número de células positivas para fator liberador de 

corticotrofina (CRF) ativadas e, consequentemente reduzir os níveis plasmáticos de 

hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) após um desafio imune (BULLER et al., 2001). 

Buller e colaboradores, neste mesmo trabalho, consideram que a lesão de neurônios 

C1 seja responsável pela menor atividade dos neurônios que expressam CRF sob esta 

condição, pois a lesão unilateral do BVL praticamente eliminou os terminais 

adrenérgicos do PVH (BULLER et al., 2001).   

 Assim como durante a ativação dos quimiorreceptores periféricos, sob influência 

de um desafio imune, os mecanismos catecolaminérgicos parecem ser essenciais na 

manutenção da homeostase, e mais que isso, ambas as situações desafiadoras 

(hipóxia e/ou inflamação), parecem compartilhar o recrutamento da via neural C1- PVH. 
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Diante de todas as evidências descritas acima, a nossa segunda hipótese está baseada 

no fato de que uma situação de hipóxia aguda (3 horas) seria capaz de promover a 

liberação de fatores pró-inflamatórios, que por sua vez podem promover a modulação 

da via encefálica C1-PVH. 

 A microglia consiste um dos principais subtipos de células imunológicas 

associadas com a resposta imune inata e produção de mediadores do processo 

inflamatório no SNC (ALOISI, 2001). Estas células monitoram ativamente o 

microambiente, contribuindo para a homeostase no encéfalo e, em casos de 

inflamação, podem alterar sua morfologia, expressar diferentes genes e adquirir a 

capacidade de secretar grandes quantidades de citocinas, quimiocinas e outras 

moléculas (GUNDERSEN et al., 2015). Além dessas funções, trabalhos recentes têm 

mostrado que a microglia pode estar envolvida em mecanismos de regulação de 

diferentes processos neurológicos, incluindo regulação de morte celular, eliminação de 

sinapses, vigilância neuronal e neurogênese, formando um complexo de ações que 

contribuem para a manutenção e plasticidade de circuitos neurais (MIYAMOTO et al., 

2013; WAKE et al., 2009; WAKE et al., 2013). 

 A comunicação entre os neurônios e a microglia ainda não está claramente 

descrita. A microglia possui receptores para diferentes neurotransmissores como as 

purinas, serotonina, noradrenalina, GABA, glutamato e acetilcolina, o que 

provavelmente proporciona a comunicação entre os dois tipos celulares (GUNDERSEN 

et al., 2015; POCOCK; KETTENMANN, 2007). Um exemplo de possível comunicação 

pode ser observado em relação ao neurotransmissor glutamato que ao atuar sobre os 

receptores ionotrópicos do sub-tipo AMPA na microglia pode desencadear sua ativação 

e a liberação de TNF. Em presença de um estímulo pró-inflamatório como um aumento 

dos níveis de TNF, a microglia por sua vez pode também liberar glutamato (NODA et 

al., 2000; THOMAS et al., 2014). 

 Além de todas essas características, evidências sugerem que a microglia pode 

ser ativada pela hipóxia. Tadmouri e colaboradores mostraram em 2014 que 

camundongos submetidos a 10% de O2 apresentam uma maior quantidade de 

microglias ativadas na região do NTS, quando comparado com o grupo de 

camundongos que permaneceram em normóxia (TADMOURI et al., 2014). Neste 
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mesmo trabalho, a fim de especificar o papel da microglia foi utilizado um inibidor de 

atividade microglial, denominado minociclina, que foi capaz de reverter às 

características inflamatórias apresentada pela microglia induzida pela hipóxia 

(TADMOURI et al., 2014).  

 A microglia também pode ser ativada após um estímulo de hipóxia crônica 

intermitente em ratos. Esse estímulo contribui para que a microglia expresse uma maior 

quantidade de citocinas pró-inflamatórias, quando comparado com a expressão gênica 

dessas substâncias em homogenato composto por outros tipos celulares (SMITH et al., 

2013).  

 Diante das evidências que mostram a importância da microglia com a 

manutenção de circuitos neurais, sua sensibilidade a hipóxia e capacidade de aumentar 

a expressão de RNAm para citocinas e fatores inflamatórios sob esta condição, tornou-

se imprescindível avaliarmos se o tratamento com minociclina poderia alterar respostas 

inflamatórias e cardiorrespiratórias ocasionadas pela hipóxia neste trabalho. 

 A minociclina (7-dimethylamino-6-dimethyl-6-deoxytetracycline) é uma tetraciclina 

semi-sintética de segunda geração, eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas. Em relação ao perfil farmacocinético, pode ser rapidamente e 

completamente absorvida, tem meia-vida longa, apresenta uma excelente absorção 

tecidual com aproximadamente 100% de biodisponibilidade (BROGDEN et al., 1975; 

GARRIDO-MESA et al., 2013). Além disso, é altamente lipofílica e pode facilmente 

atravessar a barreira hematoencefálica (GARRIDO-MESA et al., 2013).  

 Atualmente, vários estudos têm enfatizado a utilização de propriedades não 

relacionadas a antibiótico da minociclina, como por exemplo, sua capacidade anti-

inflamatória (LOREA-HERNANDEZ et al., 2015; SANTISTEBAN et al., 2015). Um dos 

primeiros relatos da capacidade da minociclina em exercer um papel anti-inflamatório 

inibindo a atividade da microglia foi descrita por Yrjänheikki e colaboradores em 1998 e 

desde então essa característica tem sido utilizada como ferramenta em inúmeros 

estudos com objetivo de avaliar repostas relacionadas à microglia (LOPEZ et al., 2015; 

LOREA-HERNANDEZ et al., 2015; SANTISTEBAN et al., 2015; YRJANHEIKKI et al., 

1998).  
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 Dentre outros mecanismos, a minociclina é capaz de realizar seu papel inibitório 

prevenindo a degradação da subunidade inibitória IkB, e assim, reduzir a translocação 

do fator nuclear kappa B (NF-kB) para o núcleo e sua consequente ativação, o que 

resulta em uma diminuição na transcrição de mediadores pró-inflamatórios como por 

exemplo citocinas (GARRIDO-MESA et al., 2013; YRJANHEIKKI et al., 1998) .  

 A partir de todas essas informações consideramos ser de grande importância a 

inclusão do tratamento com minociclina aos nossos protocolos experimentais. Essa 

ferramenta farmacológica nos permitiu caracterizar a importância da microglia sob 

diferentes respostas desencadeadas pela hipóxia aguda, como na expressão gênica de 

mediadores inflamatórios, indução da expressão de Fos no BVLr e PVH e em respostas 

autônomas cardiovasculares e respiratórias.   
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2 OBJETIVOS 

 

Diante das informações que foram expostas acima, os objetivos específicos do 

presente estudo foram:  

 

1ª Etapa: 

 Avaliar, por meio de métodos de rastreamento neural, se os neurônios 

catecolaminérgicos localizados no BVLr (grupamento C1) se projetam para o 

núcleo paraventricular do hipotálamo (PVH). 

 Avaliar, por meio de métodos de rastreamento neural, se os neurônios 

catecolaminérgicos do BVLr (grupamento C1), que se projetam para o PVH, 

estão ativados durante a ativação do quimiorreflexo periférico (hipóxia). 

 Investigar se a destruição seletiva dos neurônios catecolaminérgicos do BVLr, 

que se projetam para o PVH, é capaz de promover alteração na expressão da 

proteína Fos dos neurônios do PVH em resposta a hipóxia.  

 

2ª Etapa: 

 Averiguar se hipóxia aguda é capaz de promover alterações na expressão gênica 

de mediadores do processo inflamatório no BVLr e PVH e se o tratamento com 

minociclina é capaz de modificar essa resposta.  

 Avaliar se hipóxia aguda também é capaz de alterar a expressão gênica de 

mediadores do processo inflamatório em órgãos periféricos como pulmão, 

coração, fígado e rim. 

 Avaliar se o tratamento com minociclina é capaz de influenciar a expressão de 

Fos em neurônios do BVLr e PVH em resposta a uma situação de hipóxia. 

 Avaliar se o tratamento com minociclina é capaz de alterar as respostas 

cardiorrespiratórias ocasionadas pela hipóxia. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar, adultos, com peso variando entre 250 e 330 

gramas, procedentes do Biotério Central do Instituto de Ciências Biomédicas (ICB) da 

Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos em caixas individuais com 

água e ração (Nuvlab) ad libitum, sob condições adequadas de umidade e temperatura 

e com ciclo claro-escuro de 12 horas. 

Os protocolos experimentais estão de acordo com os Princípios Éticos de 

Experimentação Animal adotado pela Sociedade Brasileira em Ciências de Animais de 

Laboratório (SBCAL) e foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) do ICB-USP em 30/10/2012, registrado sob número 163, na folha 137, do livro 

2.  

 

3.2 Procedimentos cirúrgicos 

 

 Em todos os procedimentos cirúrgicos foram utilizados métodos assépticos para 

evitar os riscos de infecções.  

 

3.2.1 Rastreamento neural 
 

As injeções de traçadores foram realizadas em animais anestesiados 

intraperitonealmente (i.p) com uma mistura anestésica de cetamina (80 mg/kg) e 

xilasina (7 mg/kg). Os animais foram adaptados a um aparelho estereotáxico Kopf 

(modelo Kopf 1760) e após uma incisão longitudinal na pele e no tecido subcutâneo 

para a exposição da calota craniana, o lambda e o bregma foram utilizados como 

referência para nivelar as cabeças dos animais. 

O primeiro grupo de animais recebeu injeções iontoforéticas (correntes positivas 

de 3 µA, 7 segundos de duração a cada 7 segundos durante 15 minutos) do traçador 

anterógrado Phaseolus vulgaris- leucoagglutinin - PHA-L (2,5% em tampão fosfato de 

sódio [PBS] 0.1 M; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) na região do 
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grupamento catecolaminérgico C1 no BVLr utilizando pipetas de vidro com a ponta com 

diâmetro entre 10 a 15 µm. As coordenadas utilizadas foram: 8,3 µm abaixo da dura-

máter, ± 1,8 mm lateral em relação à linha média e 2,7 µm caudal em relação ao 

lambda. Os animais que receberam as injeções de PHA-L sobreviveram por 15 dias e 

após esse período foram profundamente anestesiados com pentobarbital (60 mg/kg) e 

perfundidos através do ventrículo cardíaco esquerdo com salina 0,9% seguida de 

paraformaldeído 4% em PBS 0,1 M para posterior análise imunoistoquímica. 

O segundo grupo de animais recebeu injeções iontoforéticas (correntes positivas 

de 5 µA, por 7 segundos de duração a cada 7 segundos durante 10 minutos) do 

traçador retrógrado cólera toxina b - CTb (1% em água destilada; List Biological 

Laboratories, Campbell, CA, USA) na região do PVH utilizando pipetas de vidro com a 

ponta com diâmetro de 20 µm, a fim de marcar retrogradamente os neurônios da região 

C1 que se projetam para o PVH. Essas injeções foram feitas utilizando as seguintes 

coordenadas: AP = -1,2 mm em relação ao bregma; ML = ± 0,4 mm em relação ao seio 

venoso e DV = -7,8 mm ventral à dura-máter.  

Após ambas as cirurgias encefálicas, os ratos receberam uma injeção 

intramuscular (0,2 ml/rato) de pentabiótico veterinário - pequeno porte (Fort Dodge 

Saúde Animal Ltda.) e do analgésico/anti-inflamatório Ketoflex (cetoprofeno 1%, 0,03 

ml/rato). 

Os animais que receberam as injeções de CTb sobreviveram por 7-10 dias, sendo que 

após esse período foram submetidos à hipóxia ou normóxia e posteriormente foram 

profundamente anestesiados com pentobarbital (60 mg/kg) e perfundidos através do 

ventrículo cardíaco esquerdo com salina 0,9% seguida de paraformaldeído 4% em PBS 

0,1 M.  

 

3.2.2 Lesões químicas da região catecolaminérgica C1 
 

Os animais foram inicialmente anestesiados intraperitonealmente (i.p) com 

cetamina (80 mg/kg) e xilasina (7 mg/kg) e adaptados ao aparelho estereotáxico. 

Injeções unilaterais (2,4 ng/100 nl) da toxina saporina conjugada anti-dopamina β-

hidroxilase (anti-DβH-SAP) (Advanced Targeting Systems, San Diego, CA, USA) foram 

realizadas utilizando uma seringa Hamilton (5 l), conectada com um tubo de polietileno 
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PE-10 a uma agulha injetora com diâmetro interno de 0,3 mm. As coordenadas para as 

injeções na região PVH seguiram os seguintes parâmetros: AP = -1,2 mm em relação 

ao bregma; ML= ± 0,4 mm em relação ao seio venoso e DV = -7,8 mm ventral à dura-

máter. 

 Após a cirurgia encefálica, os ratos receberam uma injeção intramuscular (0,2 

ml/rato) de pentabiótico veterinário - pequeno porte (Fort Dodge Saúde Animal Ltda.) e 

do analgésico/anti-inflamatório Ketoflex (cetoprofeno 1%, 0,03 ml/rato). Os animais que 

receberam as injeções de anti-DβH-SAP no PVH sobreviveram por 15 dias, sendo que 

após esse período foram submetidos à hipóxia e posteriormente foram profundamente 

anestesiados com pentobarbital de sódio (60 mg/kg) e perfundidos através do ventrículo 

cardíaco esquerdo com salina seguida de paraformaldeído 4% em PBS 0,1 M.  

 

3.3 Protocolo de hipóxia 

 

A expressão da proteina Fos promovida pela hipóxia pode ser avaliada após os 

tecidos serem submetidos à técnica de imunoistoquímica. Alguns dias antes da 

exposição à hipóxia, os animais foram colocados na câmara de pletismografia, que 

consiste em uma caixa de acrílico de 5 litros onde o animal pode mover-se livremente. 

O objetivo deste preparo que antecede o experimento foi permitir que o animal 

habituasse ao ambiente do estímulo e houvesse menor expressão inespecífica para a 

proteína Fos.    

 No dia do experimento, os animais que receberam injeções prévias de CTb ou 

anti-DβH-SAP no PVH foram aclimatizados por 30 minutos na câmara e depois foram 

submetidos á hipóxia aguda (HA) (8% O2, balanceado com nitrogênio [N2] ou normóxia 

[N]/controle [21% O2]), em um fluxo de 1 L/min durante 3 horas, como demonstrado em 

estudos prévios (BERQUIN et al., 2000; KING et al., 2013). Ao final do estímulo, os 

ratos foram profundamente anestesiados e perfundidos. Todos os experimentos foram 

realizados em temperatura ambiente (24-26°C). 

 

3.4 Determinações gasométricas do sangue arterial 

 



33 
 

 Para caracterização do protocolo de hipóxia foi realizado a gasometria arterial. 

Para isto, os animais foram divididos em dois grupos: normóxia e hipóxia, e foram 

submetidos à canulação da artéria femoral com um tubo de polietileno (PE-10 

conectado a um PE-50) no dia anterior a análise. Através da cânula foi realizada a 

coleta do sangue arterial (0.2 ml) imediatamente após os estímulos. As amostras de 

sangue foram transferidas para um cartucho (CG3+, I-Stat) que foi inserido em aparelho 

de gasometria (I-Sat, Abbot Laboratory, NJ, USA) para análise da pressão parcial de 

dióxido de carbono arterial (PaCO2), pressão parcial de oxigênio arterial (PaO2), 

saturação de O2 do sangue arterial (SaO2), pH, bicarbonato (HCO3-). 

 

3.5 Histologia encefálica 

 

 Ao término dos experimentos, os animais foram profundamente anestesiados 

com pentobarbital de sódio (60 mg/kg) e perfundidos através do ventrículo cardíaco 

esquerdo com volume de 200 ml solução salina seguido por 500 ml de paraformaldeído 

4% em PBS 0,1 M, pH 7,4, por meio de uma bomba de infusão com fluxo de 17 ml/min. 

Os encéfalos foram retirados, guardados nesse fixador por 4 horas e logo após foram 

transferidos para uma solução de sacarose a 20% em PBS a 4 °C por 24 horas. Após 

serem removidos da solução de sacarose, os encéfalos foram seccionados em plano 

coronal numa espessura de 40 µm por meio de um micrótomo de congelamento. Os 

cortes foram distribuídos em placas contendo 6 colunas e 4 linhas de poços 

preenchidas com solução crioprotetora (20% de glicerol, 30% de etileno glicol em 50 

mM de PBS, pH 7,4) e posteriormente as placas foram armazenadas a -20°C 

aguardando a análise imunoistoquímica. 

 Após tratamento imunoistoquímico, os cortes histológicos foram montados em 

lâminas gelatinizadas e observados no microscópio Zeiss Axioimager A1 (Zeiss, 

Muenchen, Germany) para localização das microinjeções dos traçadores no BVLr e 

PVH, assim como a análise das marcações especificadas em cada protocolo 

experimental. A análise e nomenclatura neuroanatômica foi feita de acordo com os atlas 

de Paxinos e Watson (1998) (PAXINOS; WATSON, 1998).  
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3.6 Imunoistoquímica 

 

 A detecção do traçador anterógrado PHA-L foi realizada utilizando o anticorpo 

primário cabra anti-PHA-L (AS2224; Vector, Burlingame, CA; diluição 1:2500). O 

transportador vesicular de glutamato 2 (VGLUT2) e a enzima decarboxilase do ácido 

glutâmico 65 e 67 (GAD65/67) foram detectados por imunofluorescência utilizando os 

anticorpos primários porco da índia anti-VGLUT2 (AB2251; Millipore, Temecula, CA, 

USA; diluição 1: 2000) e coelho anti-GAD65/67 (AB1511; Millipore; diluição 1: 5000), 

respectivamente.  

 A imunorreatividade para CTb foi detectada utilizando anticorpo primário cabra 

anti-cólera toxina b  (104; List Laboratories, Burlingame, CA; diluição 1:10000), a 

enzima tirosina hidroxilase (TH) foi detectada utilizando um anticorpo primário 

camundongo anti-TH (MAB 318; Millipore; diluição 1:2000) e a imunorreatividade para 

Fos foi detectada utilizando o anticorpo primário coelho anti-Fos (Ab-5; Calbiochem, 

Darmstadt, Germany; diluição 1:20.000).   

 Todos os anticorpos primários foram incubados por 48 horas em PBS contendo 

1% soro de burro (017-000-121, Jackson ImmunoResearch Laboratories) e 0,3% Triton 

100-X. Os cortes foram posteriormente lavados em PBS e incubados por 2 horas nos 

respectivos anticorpos secundários: Alexa 594 burro anti-cabra (705-586-147; Jackson 

ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA; diluição 1:200) para a 

imunomarcação do  PHA-L, Alexa 488 burro anti- porco da índia (706-545-148; Jackson 

ImmunoResearch Laboratories, diluição 1:200) para VGLUT2 e Alexa 488 burro anti-

coelho (711-545-152; Jackson ImmunoResearch Laboratories, diluição 1:200) para 

GAD65/67. CTb foi revelado com Alexa 594 burro anti-cabra (705-586-147; Jackson 

ImmunoResearch Laboratories, diluição 1:200), TH foi revelada com Alexa 488 burro 

anti-camundongo (715-545-150, Jackson ImmunoResearch Laboratories, diluição 

1:200) e para a imunomarcação do Fos foi utilizado Dylight 405 burro anti-coelho (711-

475-152; Jackson ImmunoResearch Laboratories, diluição 1:200). Os cortes foram 

montados em lâminas gelatinizadas, cobertas com ProLong Gold Antifade Mountant 

(P36930; Molecular Probes/Life technologies) e lamínula. 
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 No protocolo de imunoperoxidase, o PHA-L foi detectado utilizando o anticorpo 

primário coelho anti-PHA-L (Dako, Carpenteria, CA; diluição 1:5000), a 

imunoreatividade para o CTb foi detectada utilizando o  anticorpo primário cabra anti-

CTb (104; List Laboratories, Burlingame, CA; diluição 1:2000), a enzima TH foi 

detectada utilizando o  anticorpo primário camundongo anti-TH (MAB 318; Millipore; 

diluição 1:1000) e o Fos, utilizando o anticorpo primário coelho anti-Fos (Ab-5; 

Calbiochem; dilution 1:10.000). Os cortes foram incubados por 24 horas em uma 

solução contendo PBS com 10% soro de cavalo (008-000-001; Jackson 

ImmunoResearch Laboratories) e 0,3% Triton-100X. Após várias lavagens, os cortes 

foram transferidos para uma solução contendo os respectivos anticorpos secundários 

biotinilados: cabra anti-coelho (BA-1000, Vector, diluição 1:500) para PHA-L e Fos; 

burro anti-cabra (705-065-147, Jackson ImmunoResearch Laboratories, diluição 1:500) 

para CTb e burro anti-camundongo (715-065-151, Jackson ImmunoResearch 

Laboratories, diluição 1:500)  para TH, todos diluídos em PBS contendo 1% soro de 

cavalo e 0,3% Triton 100-X por 24 horas. Após esse período, os cortes foram lavados e 

incubados em PBS contendo complexo Extravidin (E2886; Sigma- Aldrich, St. Louis, 

MO, USA; diluição 1:2000) por 4 h.  

 A reação de peroxidase foi visualizada utilizando a enzima glicose oxidase e 

diamenobenzidine (DAB) tetrahydrochloride 3,30 como cromógeno para PHA-L e TH, e 

foi adicionado sulfato de níquel 0,5% para a imunomarcação do Fos e CTb. Os cortes 

foram lavados em PBS, ordenados em sequência rostro-caudal em lâminas 

gelatinizadas, desidratados em uma série de concentrações ascendentes de ethanol, 

transferidos para Xilol e cobertos com DPX (06522; Sigma Aldrich).  

 

3.7 Imagens 

 

 O microscópio Zeiss Axioimager A1 (Zeiss, Muenchen, Germany) foi usado para 

a análise das imagens. A imunofluorescência foi analisada sob iluminação de epi-

fluorescência e a imunoperoxidase em campo claro. 

 As fotomicrografias foram feitas com auxílio da câmera Zeiss Axiocam HRc. As 

imagens com mais de uma marcação na peroxidase e fluorescência foram analisadas 
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com o software Axiovision (Zeiss), que permite à aquisição de imagens em diferentes 

canais fluorescentes, bem como, a subsequente sobreposição das imagens. 

 O microscópio Zeiss LSM 780-NLO com sistema High Content Imaging InCell 

Analyzer 2200 GE, foi utilizado para avaliar a co-localização do traçador anterógrado 

PHA-L com VGLUT2 ou GAD65/67 em varicosidades axonais localizadas no PVH. 

Image J (versão 1.41; National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) foi utilizado 

para contagem de neurônios e varicosidades e o software Canvas (ACD Systems, 

Victoria, Canada, v. 9.0) para desenho das imagens.  

 

3.8 Registro de pressão arterial e frequência cardíaca 

 

 Dependendo do nível e da duração da hipóxia, podemos observar alterações 

cardiovasculares. Dessa maneira, foram feitos registros da pressão arterial média 

(PAM) e frequência cardíaca (FC) em ratos não anestesiados submetidos à hipoxia 

aguda.  

 Esta análise foi realizada, a fim de caracterizar a variabilidade da pressão arterial 

e da frequência cardíaca durante todo o período de exposição à hipóxia (3 horas) e 

avaliar se durante este período ocorrem mudanças significativas nos parâmetros 

cardiovasculares, quando comparado a uma situação basal (normóxia).  

 Para isto, uma mistura de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (7 mg/kg) foram 

administradas intraperitonealmente e os animais foram submetidos previamente à 

canulação da artéria femoral na qual um tubo de polietileno (PE-10 ligado a um PE-50) 

foi inserido na aorta abdominal através da artéria femoral, para registro da pressão 

arterial pulsátil (PAP), pressão arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC). A 

cânula da artéria femoral foi conectada a um transdutor de pressão (MLT0699, 

ADInstruments) acoplado a um pré-amplificador (FE221 Bridge Amp, ADInstruments) e 

ao sistema de registro computadorizado Powerlab (modelo Powerlab 8SP 

ADInstruments) de 8 canais. 

 Durante os registros, os ratos foram mantidos em uma câmara de pletismografia 

que consiste em uma caixa de acrílico de 5 litros, onde o animal pode mover-se 

livremente. A hipóxia foi realizada infundindo uma mistura de 92% de N2 e 8% de O2, a 
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uma taxa de 1 L/min durante três horas. Os animais controle foram submetidos aos 

mesmos procedimentos, com exceção de que a câmara foi ventilada com 21% O2 / 

79% de N2 durante 3 horas. Todos os experimentos foram realizados em temperatura 

ambiente (24-26 °C). 

 

3.9 Medida dos níveis de RNA mensageiro por PCR quantitativo em tempo real  
      (qPCR) 
 

 Dois diferentes grupos experimentais com animais que receberam injeções de 

veículo ou minociclina foram parte submetidos à hipóxia (8% O2, balanceado com N2 por 

3h) e parte permaneceram em normóxia (21% O2, balanceado com N2 por 3 h) e após 

os estímulos foram imediatamente sacrificados por decapitação para coleta de tecido 

encefálico. 

Para análise central e periférica dos mediadores inflamatórios, foi feito 

microdissecação do BVLr, PVH e córtex (controle). Nos animais que receberam 

somente injeções de veículo foi coletado uma amostra do coração, pulmão, fígado e rim 

e os tecidos foram imediatamente armazenados em freezer -80°C. 

Os tecidos coletados foram mantidos em tubos de centrifugação e o RNA total foi 

extraído com o kit Illustra RNAspin Mini Kit da General Electrics seguindo as instruções 

do fabricante. As amostras foram quantificadas em espectrofotômetro (“Nanodrop 3300” 

- Thermo scientific, Bremen, Germany). A síntese de cDNA foi realizada com o kit da 

SuperScript® III Reverse Transcriptase (Invitrogen™) a partir de 1 ug de RNA total e o 

cDNA foi diluído e destinado para qPCR.  

Os níveis de RNAm de diferentes interleucinas (IL) e proteínas relacionadas com 

o processo inflamatório foram quantificados, utilizando primers Taqman® (Life 

Technologies). A reação de amplificação foi realizada no aparelho 7300 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems) utilizando o TaqMan® Universal PCR Master Mix (Life 

Technologies). 

 A análise dos resultados foi feita com o programa Sequence Detection Software 

1.9 (SDS) e a expressão do RNAm foi normalizada pela abundância do HPRT 

(hypoxanthine phosphoribosyltransferase-1) como gene de referência. Todos os 
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resultados foram expressos em relação à expressão dos respectivos animais controles 

(normóxia) e aos tratamentos (veículo ou minociclina).  

 

3.10 Medida da ventilação pulmonar 

 

Outro grupo de animais foi submetido a uma situação de hipóxia com 8% O2, 

balanceado com N2 por 10 minutos antes e após o tratamento com minociclina. 

 As medidas de ventilação (Ve) foram obtidas por pletismografia de corpo inteiro 

(MENKES; DUBOIS, 1969). Este método é baseado no princípio de que um animal, 

dentro de uma câmara vedada, tem seu volume de ar corrente inspirado aquecido, da 

temperatura da câmara à temperatura corporal e saturado com vapor de água. Durante 

a expiração, seu volume de ar corrente é resfriado até a temperatura da câmara, 

havendo perda de vapor de água. Essas situações de aquecimento e umidificação do ar 

inspirado, bem como de resfriamento e desidratação do ar expirado são acompanhadas 

de pequenas mudanças de pressão, que podem ser detectadas por um transdutor 

diferencial de pressão (MLT1L Respiratory Flow Head, ADInstruments). A câmara de 

pletismografia consiste em uma caixa de acrílico de 5 litros, onde o animal é colocado e 

pode mover-se livremente. Ademais, a câmara tem um termômetro e uma seringa para 

calibração.  

 Durante a realização de cada medida de VE, o fluxo de ar é interrompido e a 

câmara do animal permanece totalmente vedada por curtos períodos de tempo 

(aproximadamente 2 minutos). A caixa é conectada a um transdutor de pressão 

acoplado a um pré-amplificador (FE141 Spirometer, ADInstruments) e ao sistema de 

registro computadorizado Powerlab (modelo Powerlab 8SP ADInstruments) de 8 canais. 

 A calibração de volume é obtida durante cada experimento, injetando-se um 

volume de ar conhecido (1 ml) dentro da câmara do animal. Duas variáveis respiratórias 

são medidas; a frequência respiratória (fR) e o volume corrente (VT), sendo a última 

variável determinada pelas seguintes variáveis: volume de ar corrente; volume de ar 

injetado na câmara do animal para calibração, deflexão de pressão associada com cada 

volume de ar corrente, deflexão de pressão associada ao volume injetado para 

calibração, temperatura corporal (em Kelvin), temperatura do ar dentro da câmara do 
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animal, pressão barométrica, pressão de vapor de água a temperatura corporal, 

pressão de vapor de água na câmara do animal e temperatura ambiente. 

 A VE é medida pelo produto entre fR e VT. A VE e o VT serão apresentados nas 

condições de pressão barométrica ambiente, temperatura corporal e saturados com 

vapor de água. 

 

3.11 Monitoramento dos níveis e da variabilidade da pressão arterial e frequência  
        cardíaca  
 

 Após o período de tratamento com veículo ou minociclina por 5 dias, um grupo 

de animais foram anestesiados intraperitonealmente (i.p) com cetamina (80 mg/kg, i.p) 

e xilasina (7 mg/kg, i.p), seguido do implante de uma cânula de polietileno na artéria 

femoral de cada animal. O cateter foi exteriorizado na região escapular por via 

subcutânea e ao final da cirurgia foram colocados em caixas individuais. No dia 

seguinte, foi registrado a pressão arterial (PA) e frequência cardíaca (FC) no animal 

acordado em livre movimentação.  

 Os registros da PA e FC foram feitos conectando-se a cânula arterial, 

previamente heparinizada, a um transdutor de pressão (MLT0699, ADInstruments) o 

qual foi acoplado a um pré-amplificador (FE221 Bridge Amp, ADInstruments) e a um 

sistema de aquisição de dados digital (modelo Powerlab 8SP ADInstruments) de 8 

canais. A frequência de amostragem utilizada para os registros hemodinâmicos foi de 

4000 Hertz. Os valores de pressão arterial pulsátil, média e frequência cardíaca bem 

como da variabilidade da PA e FC foram analisados off-line. Após estabilização dos 

parâmetros observados do animal, foram registrados os valores basais da pressão 

arterial sistólica (PAS), diastólica (PAD) e média (PAM) e frequência cardíaca por um 

período de 3 horas de exposição á hipóxia. A temperatura dentro da sala de registro foi 

mantida entre 24 e 26º C.  

 Os índices de atividade simpática e parassimpática foram obtidos por análise da 

variabilidade da pressão arterial sistólica e intervalo de pulso, avaliados por meio da 

análise espectral dos registros. Para isto, os registros foram analisados por um 

programa computacional (Cardioseries, v. 2.4 Brasil – 

http://sites.google.com/site/cardioseries) desenvolvido por Daniel Penteado Martins Dias 



40 
 

(OLIVEIRA et al., 2012) que detecta pontos de inflexão em sinais periódicos sendo 

geradas séries temporais da pressão arterial sistólica (SAP) batimento a batimento. 

Séries temporais de intervalo de pulso (PI) também foram calculadas, pelos intervalos 

consecutivos dos valores de pressão sistólica. Para cada registro, foram calculados 

índices de variabilidade da SAP e PI no domínio do tempo e no domínio da frequência, 

por meio da análise espectral. As séries temporais da SAP e PI foram interpoladas em 

20 Hz e divididas em segmentos contínuos de 512 batimentos, sobrepostos em 50%. 

Cada segmento foi submetido a um “janelamento” do tipo Hanning e a análise espectral 

foi realizada pela transformada rápida de Fourier (FFT). Os componentes oscilatórios 

encontrados foram quantificados em faixas de baixa (LF: 0,2 a 0,75 Hz) e alta 

frequência (HF: 0,75 a 3,0 Hz) em valores absolutos e razão LF/ HF.  

 

3.12 Droga utilizada 

 

Cloridrato de minociclina (M9511-Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA): 30 mg/kg/dia 

durante 5 dias i.p., diluída utilizando 50% salina, 50% água destilada, pH 7,4.  

 

3.13 Análise estatística 

 

 A análise estatística foi realizada utilizando o programa Sigma Stat 4.0 (Jandel 

Corporation, Point Richmond, CA). Os dados foram tabelados e representados em 

gráficos como média ± erro padrão da média. Teste de Student-Newman-Keuls 

precedido de análise de variância de uma e duas vias foi utilizado para comparação 

entre as médias. O índice de significância será fixado em p < 0,05.  

 

4 DESCRIÇÃO DO PLANO REALIZADO 

 

4.1 Protocolos experimentais  

 

4.1.1 Evidências anatômicas de projeções do grupamento catecolaminérgico C1 para  
         núcleo paraventricular do hipotálamo durante uma situação de hipóxia aguda 
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Protocolo Experimental: Um primeiro grupo de animais foi anestesiado com uma 

mistura de cetamina (80 mg/kg, i.p) e xilasina (7 mg/kg, i.p) e adaptado a um aparelho 

estereotáxico para injeção do traçador anterógrado PHA-L na região do BVLr, mais 

especificamente no grupamento catecolaminérgico C1. As coordenadas utilizadas foram 

as seguintes: 8,3 mm abaixo da dura-máter, 1,8 mm lateral em relação à linha média e 

2,7 mm caudal em relação ao lambda. Após 15 dias, os animais foram profundamente 

anestesiados com pentobarbital de sódio (60 mg/kg), perfundidos, os encéfalos foram 

retirados, cortados em microtómo de congelamento numa espessura de 40 m e 

receberam o tratamento de imunoistoquímica para revelação do traçador PHA-L, 

juntamente com a expressão de marcadores glutamatérgicos (VGLUT2) e  gabaérgicos 

(GAD65/67). 

Para a real confirmação da via anatômica entre o grupamento C1 e o PVH, outro 

grupo de animais foi anestesiado com uma mistura de cetamina (80 mg/kg, i.p) e 

xilasina (7 mg/kg, i.p) e adaptados a um aparelho estereotáxico para injeção do traçador 

retrógrado CTb na região do PVH. As coordenadas estereotáxicas utilizadas para atingir 

o PVH foram as seguintes: AP= -1,2 mm em relação ao bregma; ML= ± 0,4 mm em 

relação ao seio venoso e DV = -7,8 mm ventral à dura-máter. 

  Após uma semana, os animais foram expostos a uma situação de hipóxia. Os 

quimiorreceptores periféricos foram ativados mediante uma diminuição nos valores de 

O2 (mistura gasosa de 8% O2, balanceada com 92% N2) dentro da caixa de 

pletismografia durante 3 horas. Imediatamente após o término da hipóxia, os animais 

foram profundamente anestesiados com pentobarbital (60 mg/kg), perfundidos, os 

encéfalos foram retirados, cortados em microtómo numa espessura de 40 µm e 

receberam o tratamento de imunoistoquímica para revelação do traçador CTb, 

juntamente com a expressão da proteína Fos e tirosina hidroxilase (TH) na região C1. 

Com esse protocolo experimental, avaliamos qual a sub-população de neurônios C1 

que projeta-se para o PVH durante uma situação de hipóxia, levando em consideração: 

a) a localização das células C1 que projetam-se para o PVH (positivo para CTb e TH) e 

b) as células catecolaminérgicas/ grupamento C1 que projetam-se para o PVH e foram 

ativadas por hipóxia (estes neurônios devem ser positivos para CTb, TH e Fos). 

Utilizamos o protocolo de 3 horas de hipóxia, pois esse é o tempo que apresenta maior 
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expressão da proteína Fos em áreas encefálicas relacionadas ao controle 

cardiorrespiratório já descritos na literatura e também de trabalhos realizados no nosso 

laboratório (BERQUIN et al., 2000; HIROOKA et al., 1997; KING et al., 2013; 

TAKAKURA et al., 2006b).  

 Está bem descrito na literatura de que a hipóxia aguda promove alterações no 

metabolismo e na temperatura corporal (MORTOLA, 2013). Dessa maneira, para 

avaliarmos se estávamos estudando apenas os neurônios ativados pelos 

quimiorreceptores periféricos, analisamos também o grupamento serotoninérgico na 

rafe pálido/região parapiramidal (RPa/ppy). Essa região esta bem descrita por ser 

essencial na regulação da atividade simpática para o tecido adiposo marrom, o qual é 

imprescindível para controle de temperatura corporal. Diante dessas evidencias, 

avaliamos se a hipóxia aguda promove a ativação de neurônios envolvidos no controle 

da temperatura corporal. Com esse protocolo experimental, temos um controle 

experimental que nos mostra como está à ativação neuronal, frente a uma hipóxia 

aguda.  

 

4.1.2 A integridade do grupamento C1 é necessária para que os neurônios do  
          núcleo paraventricular do hipotálamo sejam ativados pela estimulação dos  
          quimiorreceptores periféricos 
 
Protocolo experimental: O próximo protocolo experimental consistiu em comparar a 

ativação do PVH, induzida por hipóxia, em um grupo de animais que receberam 

injeções unilaterais da imunotoxina saporina conjugada com anti-dopamina β 

hidroxilase (anti-DβH-SAP) na região do PVH com o objetivo de eliminar os terminais 

adrenérgicos dessa região e promover a destruição retrógrada ipsilateral das células do 

grupamento C1. Essa imunotoxina consiste em um anticorpo conjugado com a 

dopamina β-hidroxilase, enzima que converte a dopamina em noradrenalina. A enzima 

DβH está associada à membrana das vesículas, e, portanto, é exposta 

extracelularmente durante o processo de exocitose na liberação do neurotransmissor. 

Esta exposição permite que a porção do anticorpo da imunotoxina se ligue a DβH. Após 

a reciclagem vesicular por endocitose, a anti-DβH-SAP é levada para o interior do 

neurônio. Uma vez dentro do neurônio, a saporina inativa a subunidade 60s dos 

ribossomos, desta forma bloqueando a síntese protéica, e causando morte celular 
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(STIRPE; BARBIERI, 1986). Os neurônios não estão mais funcionais após 3-4 dias e 

fisicamente eliminados em aproximadamente 12 dias após a injeção da toxina (PERRY 

et al., 2001). Após 15 dias, os animais que receberam injeções de DβH-sap no PVH, 

foram expostos a uma situação de hipóxia (8% O2, balanceado com N2) durante um 

período de 3 horas. Imediatamente após o término da hipóxia, os animais foram 

profundamente anestesiados com pentobarbital de sódio (60 mg/kg), perfundidos, os 

encéfalos foram retirados, cortados em micrótomo numa espessura de 40 µm e 

receberam o tratamento de imunoistoquímica para revelação da expressão da proteína 

Fos e tirosina hidroxilase (TH) na região do grupamento C1 e PVH.  

 Para avaliar se os neurônios do BVL/ grupamento catecolaminérgico C1, bem 

como suas projeções hipotalâmicas são necessárias para um adequado funcionamento 

dos neurônios do PVH numa situação de hipóxia, avaliamos se há redução do número 

de neurônios imunorreativos para a proteína Fos na região do PVH, o que justificaria 

possíveis alterações nas respostas desencadeadas  por este núcleo durante a ativação 

do quimiorreflexo periférico em situações de depleção de vias catecolaminérgicas 

envolvendo uma integração bulbo e hipotálamo (SCHILTZ; SAWCHENKO, 2007). Além 

disso, avaliamos a expressão de Fos e TH no BVLr a fim de caracterizar se a destruição 

seletiva dos neurônios catecolaminérgicos reduz significativamente a expressão de TH 

e Fos em animais submetidos á hipóxia. 

 

4.1.3 Determinação dos níveis de RNA mensageiro para IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α,  
          CD86, matriz metaloproteinase 9 (MMP-9) e matriz metaloproteinase 2 (MMP2)  
          após hipóxia em animais tratados com veículo ou minociclina 
 
Protocolo experimental: Para análise central e periférica dos mediadores 

inflamatórios, foi feito microdissecação do BVLr, PVH e córtex (controle), coração, 

pulmão, fígado e rim. O RNA total foi extraído dos tecidos, as amostras foram 

quantificadas em espectrofotômetro, a síntese de cDNA foi realizada a partir de 1 µg de 

RNA total e o cDNA resultante foi diluído e destinado para qPCR. Os níveis de RNAm 

de diversos mediadores do processo inflamatório foram quantificados utilizando primers 

Taqman® (Life Technologies). A reação de amplificação foi realizada no aparelho 7300 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando o TaqMan® Universal PCR 

Master Mix (Life Technologies). 
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 Existem poucas informações na literatura mostrando possíveis interações neuro-

imunes em uma situação de exposição á hipóxia in vivo. Experimentos realizados 

utilizando um protocolo de hipóxia crônica intermitente mostraram que este estímulo foi 

capaz de promover a expressão de diferentes genes inflamatórios no SNC e que a 

expressão e o tipo de gene diferem entre a microglia isolada presente em diferentes 

regiões do SNC e homogenatos de tecido (SMITH et al., 2013).   

 Diante disso, o nosso protocolo experimental procurou avaliar se a exposição á 

hipóxia por 3 horas é capaz de desencadear um processo inflamatório e promover um 

aumento na expressão de mediadores inflamatórios em núcleos específicos do SNC, e 

mais que isso, avaliamos também os efeitos da inibição da atividade da microglia por 

meio da injeção da tetraciclina minociclina (30 mg/kg/dia, por 5 dias) sob as respostas 

inflamatórias centrais desencadeadas pela hipóxia.  

 

4.1.4 Minociclina pode influenciar a expressão de Fos em neurônios do BVLr e PVH e  
         alterar as respostas respiratória e autônomas cardiovasculares desencadeadas 
pela hipóxia 
 
Protocolo experimental: A primeira etapa desse grupo de experimentos visou avaliar 

se a inibição da atividade da microglia seria capaz de desencadear uma alteração na 

expressão de Fos em neurônios catecolaminérgicos do BVLr e também em neurônios 

do PVH. Para isso um grupo de animais recebeu injeções intraperitoneais de 

minociclina (30 mg/kg/dia) ou veículo por 5 dias. Ao final do tratamento, parte dos 

animais permaneceram em normóxia e parte foi submetida à hipóxia por 3h. Ao término 

dos experimentos, os animais foram profundamente anestesiados com pentobarbital de 

sódio (60 mg/kg) e perfundidos através do ventrículo cardíaco esquerdo. Os encéfalos 

foram seccionados e submetidos à análise imunoistoquímica. O protocolo de 

imunoperoxidase foi utilizado para a marcação da enzima TH e Fos. Uma alteração na 

expressão de Fos nos neurônios catecolaminérgicos do BVLr e em neurônios do PVH 

após a hipóxia nos animais tratados com minociclina nos indica uma possível inter-

relação entre a microglia e neurônios durante a hipóxia. 

 A segunda etapa dos experimentos objetivou avaliar se o tratamento com 

minociclina promoveria uma alteração do padrão de respostas clássicas 

desencadeadas pela hipóxia como respostas respiratórias e cardiovasculares. Animais 
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tratados previamente com veículo e posteriormente com minociclina foram expostos a 

hipóxia por 10 minutos, e tiveram os parâmetros respiratórios (VE, VT e fR) avaliados por 

meio de pletismografia de corpo inteiro. Após um intervalo de 6 horas, esses animais 

tiveram a artéria femoral canulada para posterior registro de parâmetros 

cardiovasculares para monitoramento dos níveis e da variabilidade da pressão arterial e 

frequência cardíaca durante 3h de hipóxia.  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Efeitos da hipóxia na gasometria arterial 

 

 O período de 3 horas de hipóxia foi capaz de aumentar o pH (7,54 ± 0,02 vs. 

normóxia 7,38 ± 0,02, p = 0,001) e diminuir significativamente a PaO2 (25,6 ± 0,81 vs. 

normóxia 80 ± 4,45, p<0,0001), sO2 (64,60 ± 2,22 vs. normóxia 94,9 ± 0,04, p<0,0001), 

PaCO2 (13,88 ± 1,35 vs. normóxia 32,44 ± 2,11, p<0,0001) e HCO3- (13,8 ± 1,3 vs. 

normóxia 23,08 ± 1,99, p = 0,004) (Tabela 1).  

 

 

Tabela 1: Alterações gasométricas produzidas após 3 horas em normóxia (21% O2 

balanceado com N2) e 3 horas em hipóxia (8% O2 balanceado com N2). 

 pH PaO2 (mmHg) sO2(%) PaCO2(mmHg) 
HCO3

-

(mmol/L) 

      

Normóxia (n=5) 7,38 ± 0,02 80 ± 4,45 94,9 ± 0,04 32,44 ± 2,11 23,08 ± 1,99 

Hipóxia (n=5) 7,54 ± 0,02* 25,6 ± 0,81* 64,60 ± 2,22* 13,88 ± 1,35* 13,8 ± 1,3* 

Abreviações:  
PaO2 Pressão parcial arterial de O2 
sO2 Saturação de O2 
PaCO2 Pressão parcial arterial de CO2 
HCO3

- Bicarbonato  
*  Diferente de Normóxia 
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5.2 Hipóxia aguda ativa neurônios do BVLr 

 

 Para avaliar a ativação de neurônios do BVLr por hipóxia, foi utilizado o protocolo 

de imunoistoquímica para a proteína Fos. A figura 1 A-B mostram os exemplos de 

células ativadas (imunorreativas para Fos, marcadas em níquel) no BVLr de animais 

que foram expostos durante três horas de normóxia (grupo controle) (21% O2) ou três 

horas de hipóxia (8% O2) respectivamente. Nos animais controles (normóxia) foi 

verificada uma pequena quantidade de células marcadas para Fos no BVLr (Fig. 1A). 

Em uma situação de hipóxia, há um aumento significativo no número de células 

ativadas na região do BVLr  (67,5 ± 2,5, vs. normóxia: 11,5 ± 1,5, p = 0,002; n = 4) 

(Figs. 1A-C).  
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Figura 1. Hipóxia aguda ativa neurônios do BVLr  
 
Fotomicrografia de secções coronais do BVLr que receberam tratamento imunoistoquímico para 
Fos marcado em níquel-DAB. A) Expressão de Fos após normóxia; B) expressão de Fos após 
hipóxia. C) Número total de neurônios imunorreativos para Fos no BVLr em resposta a normóxia 
e hipóxia. As células ativadas foram contadas em 5 níveis do BVLr: -12.72 a -11.60 mm 
relativos ao bregma. *Diferente do grupo controle (p = 0,002), n = 4. Abreviações: py: trato 
piramidal; Sp5: trato espinal do trigêmio; IO: olivas inferiores. Escalas em A-B = 500 µm; A’- B’= 
40 µm. 
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5.3 Neurônios catecolaminérgicos do BVLr são ativados por  hipóxia 

  

As figuras 2 A-B ilustram exemplos de células catecolaminérgicas do BVLr que 

estão ativadas em uma situação de normóxia e hipóxia respectivamente. Para esta 

análise foram contabilizados os neurônios que expressaram dupla marcação para TH e 

Fos (TH+/Fos+), marcados por imunoístoquimica respectivamente por DAB e DAB-

níquel bilateralmente no BVLr.  

 Após a hipóxia, podemos observar que houve uma aumento significativo do 

número de neurônios catecolaminérgicos do BVLr que foram ativados (46 ± 6,2 vs. 

normóxia: 9,5 ± 1,0, p = 0,02; n = 4) (Fig. 2C). 
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Figura 2. Hipóxia aguda ativa neurônios catecolaminérgicos do BVLr  
 
As fotomicrografias ilustram secções coronais do BVLr que receberam tratamento 
imunoistoquímico para TH e Fos. A) Expressão de TH+/Fos+ após normóxia; B) expressão de 
TH+/Fos+ após hipóxia. As setas brancas indicam neurônios duplamente marcados para TH e 
Fos. C) Média do número total de neurônios imunorreativos para TH e Fos no BVLr em resposta 
a normóxia e hipóxia. As células ativadas foram contadas em 5 níveis do BVLr: -12.72 a -11.60 
mm relativos ao bregma. *Diferente do grupo controle (p = 0,02), n = 4. Abreviações: Amb: 
núcleo ambíguo; py: trato piramidal; Sp5: trato espinal do trigêmio; IO: olivas inferiores. Escalas 
em A-B = 200 µm. 
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5.4 Caracterização neuroanatômica de projeções do grupamento C1 para o PVH 

 
5.4.1 Traçador anterógrado 
  

A fotomicrografia na figura 3B, ilustra o sítio de injeção do traçador anterógrado 

PHA-L localizado na região do BVLr, abaixo do núcleo ambíguo, atingindo a região 

descrita como “região pressora” (WILLETTE et al., 1983). Os centros das injeções 

localizaram entre 11,80 a 12,30 mm caudal ao bregma, região de maior concentração 

dos neurônios que compõem o grupamento catecolaminérgico C1 (GUYENET et al., 

2013).  

 A imunorreatividade para o PHA-L foi analisada nas regiões anterior, medial e 

posterior do PVH em todos os casos analisados. Foi observada uma quantidade 

moderada de varicosidades imunorreativas para PHA-L (Figs. 3D e 4A), ipsilateral a 

injeção, em todas as porções da divisão parvocelular do PVH, em especial nas porções 

medial e dorsal desta divisão (Fig. 4A). Os nossos achados estão em concordância com 

dados da literatura (CARD et al., 2006; SAWCHENKO et al., 1985). 

 A etapa seguinte foi verificar se as varicosidades contendo PHA-L seriam 

predominantemente glutamatérgicas ou GABAérgicas. Para isso, as secções dos 

mesmos casos foram reagidas por imunofluorescência para detecção de PHA-L e 

VGLUT2 ou PHA-L e GAD 65/67 e posteriormente analisadas por microscopia confocal. 

 As varicosidades marcadas com PHA-L na região do PVH foram 

predominantemente excitatórias, isto é 81,5% do total de varicosidades marcadas com 

PHA-L foram imunorreativas para VGLUT2 (PHA-L+VGLUT2: 396 ± 31, vs. total de 

PHA-L: 486 ± 18, p = 0,1; n = 3). Somente 34% do total de varicosidades marcadas com 

PHA-L foram imunorreativas para GAD 65/67 (PHA-L+GAD 65/67: 158 ± 33, vs total de 

PHA-L: 464 ± 62, p = 0,04; n = 3) (Figs. 4B-H). 
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Figura 3: Localização das injeções de PHA-L no BVLr 
 
A) Modelo esquemático do protocolo experimental de injeção de traçador anterógrado no BVLr. 
B) Fotomicrografia de uma secção coronal mostrando injeção unilateral do traçador anterógrado 
PHA-L no BVLr, bregma: 11,96 mm. C) Secção coronal esquemática da localização e 
distribuição das injeções de PHA-L no BVLr, n = 3. D) Fotomicrografia de uma secção coronal 
mostrando varicosidades contendo PHA-L na divisão parvocelular do PVH, bregma 1,8 mm. 
Seta preta: PHA-L+. Abreviações: Amb, núcleo ambiguo; C1; grupamento catecolaminérgico do 
bulbo ventrolateral rostral; IO: olivas inferiores; PVH, núcleo paraventricular do hipotálamo; py: 
trato piramidal; Sp5: trato espinal do trigêmio; 3V, terceiro ventrículo. Escalas em B e C = 500 
µm. 
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Figura 4. Projeções do BVLr para o PVH 
 
A) Representação esquemática da distribuição de varicosidades contendo PHA-L na região do 
PVH ao longo do bregma. As varicosidades foram contadas em 6 níveis do hipotálamo: -1,00 a -
2,30 mm relativos ao bregma, n = 3. B-D) Exemplos de varicosidades marcadas com PHA-L 
(vermelho em B) que foram imunorreativas para VLGUT2 na região parvocelular do PVH (Verde 
em C, amarelo em D). E-G) Exemplos de varicosidades marcadas com PHA-L (vermelho em E) 
que foram imunorreativas para GAD 65/67 na região parvocelular do PVH  (Verde em F, 
amarelo em G). H) Número total de varicosidades imunorreativas para PHA-L que contêm 
VGLUT2 ou GAD 65/67. Setas brancas representam as varicosidades com dupla marcação, ou 
seja, PHA-L+/VGLUT2+ ou PHA-L+/GAD 65/67+. Escala em A = 500 µm; em G = 20 µm. 
Abreviações: ap, anterior parvicellular; am, anterior magnocellular; dp, dorsal parvicellular; mp, 
medial parvicellular; pm, posterior magnocellular; lp, lateral parvicellular; 3V, terceiro ventrículo; 
fx: fornix. 
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5.5 Neurônios catecolaminérgicos do grupamento C1 ativados numa situação de  
      hipóxia se projetam para o PVH 
 

5.5.1 Traçador retrógrado 
 

Sabe-se que há uma moderada quantidade de neurônios do BVLr que são 

catecolaminérgicos, imunorreativos para a enzima PNMT, e que se projetam para o 

hipotálamo (CUNNINGHAM et al., 1990), sendo esta projeção principalmente 

relacionada à regulação do eixo hipotálamo hipófise adrenal (GUYENET et al., 2013). 

Ao confirmarmos a existência das varicosidades glutamatérgicas vindas do BVLr 

no PVH e associar essa informação com a significativa quantidade de neurônios 

catecolaminérgicos do BVLr (possivelmente neurônios C1) que expressam Fos em uma 

situação de hipóxia, consideramos importante saber qual seria a proporção desses 

neurônios que, além de expressarem Fos durante uma hipóxia aguda, também são 

catecolaminérgicos e se projetam para o PVH. 

Sendo assim, para avaliar se neurônios catecolaminérgicos/C1 que se projetam 

para o PVH estão ativados em uma situação de hipóxia foram realizadas injeções 

unilaterais do traçador retrógrado CTb na região do PVH que, após transporte 

axoplasmático, é capaz de se expressar no corpo celular dos neurônios do BVLr. Os 

locais de injeções de CTb no PVH foram verificados histologicamente. A figura 5B 

representa um sítio de injeção e a figura 5C ilustra o resumo de todos os sítios de 

injeções incluídos neste estudo. 

Nos animais que receberam as injeções de CTb no PVH, foram observados, em 

secções do BVLr, neurônios catecolaminérgicos (imunorreativos para TH [TH+]), que se 

projetam para o PVH (imunorreativos para CTb [CTb+] e estão ativados (Fos+) após 

serem submetidos à três horas de hipóxia (Fig. 6A-D).  

A figura 6E, representa a média do número total de neurônios marcados 

ipsilaterais a injeção para, TH+ (46,25 ± 0,67), CTb+ (15,25 ± 3), Fos+ (42,65 ± 0,67), 

Fos+CTb+TH+ (10,25 ± 1,7) e Fos+CTb+TH- (1,75 ± 2,06), como ilustrado a seguir. 
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Figura 5. Localização das injeções de CTB no PVH 
 
A) Modelo esquemático do protocolo experimental de injeção de traçador retrógrado no PVH. B) 
Fotomicrografia de uma secção coronal mostrando injeção unilateral do traçador retrógrado CTb 
na região do PVH, n=4. C) Secção coronal esquemática da localização das injeções unilaterais 
no PVH. Abreviações: 3V: terceiro ventrículo; fx: fornix. Escala em B = 200 µm. 
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Figura 6. Neurônios do BVLr responsivos à hipóxia são catecolaminérgicos e se 
projetam para o PVH 
 
Fotomicrografia representativa de tripla marcação em imunofluorescência. A) Neurônios 
imunorreativos para Fos em azul (Dylight 405). B) neurônios imunorreativos para TH em verde 
(Alexa 488). C) neurônios imunorreativos para CTb em vermelho (Alexa 594). D) Co-localização 
de neurônios catecolaminérgicos que se projetam para o PVH e são ativados por hipóxia - 
imunorreativos para TH/ CTb/ Fos, respectivamente. Setas brancas: Fos+/ CTB+/TH+. E) 
Número total de neurônios do BVLr ipsilateral à injeção de CTb em resposta a hipóxia. As 
células marcadas por imunoistoquímica foram contadas em 5 níveis do BVLr: -12.72 a -11.60 
mm relativos ao bregma, n = 4. Escala em D = 40 µm e 20 µm. 
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5.6 Hipóxia aguda não altera a expressão de Fos em neurônios do grupamento  
      serotoninérgico na rafe pálido/região parapiramidal (RPa/ppy) 
 

 Diante do fato da hipóxia promover uma diminuição do metabolismo corporal e 

queda na temperatura, foi realizada uma avaliação da região da rafe pálido/região 

parapiramidal (RPa/ppy) quanto à expressão de Fos pelo protocolo de hipóxia aguda. 

Para isso, secções da RPa/ppy foram avaliadas quanto a expressão de triptofano 

hidroxilase (TrpOH), enzima que participa da síntese de serotonina e Fos por meio da 

técnica de imunoperoxidase. 

 Não foi observado expressão de Fos na região nos neurônios imunorreativos 

para TrpOH na região da RPa/ppy (Fig. 7). 
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Figura 7. Hipóxia aguda não ativa neurônios serotoninérgicos da RPa/ppy 
 
As fotomicrografias ilustram secções coronais do BVLr que receberam tratamento 
imunoistoquímico para TrpOH e Fos. A) Expressão de TrpOH /Fos após normóxia; B) expressão 
de TrpOH/Fos após hipóxia. As células marcadas foram avaliadas em 6 níveis do BVLr: -12.72 
a -11.30 mm relativos ao bregma. n = 4. Abreviações: Amb, núcleo ambíguo; IO: olivas 
inferiores; py: trato piramidal; Sp5: trato espinal do trigêmio. Escalas em A-B = 500 µm. 
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5.7 Saporina anti-DβH no PVH é efetiva na lesão dos neurônios  
         catecolaminérgicos do bulbo ventrolateral rostral (BVLr)  
 

Para uma melhor descrição da via C1-PVH, foram realizadas injeções unilaterais 

da imunotoxina saporina anti-DβH na região do PVH com o objetivo de promover 

degeneração retrógrada dos neurônios catecolaminérgicos do grupamento C1. 

As injeções no PVH foram unilaterais a fim de utilizar o lado contralateral como 

controle. A eficácia da lesão, juntamente com o comprometimento da inervação 

catecolaminérgica foi avaliada analisando-se: a) a localização do sítio de injeção da 

toxina no PVH; b) os neurônios imunorreativos para TH no tronco encefálico foram 

quantificados para avaliação da porcentagem da lesão. 

Injeções unilaterais de saporina conjugada com anti-DβH (Figs. 8A-B) no PVH 

foram capazes de promover degeneração retrógrada ipsilateral eliminando-se 

aproximadamente 41% das células catecolaminérgicas localizadas no BVLr (33 ± 5,6, 

vs. lado controlateral: 56 ± 4; p = 0,01) (Figs. 9 A-B). A figura 9C representa a média do 

número total de neurônios TH contados em 5 níveis do BVLr: -12.72 a -11.60 mm 

relativos ao bregma. 
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Figura 8. Localização das injeções unilaterais da toxina saporina conjugada com 
anti-DβH no PVH 
 
A) Fotomicrografia de uma secção coronal mostrando injeção unilateral de saporina anti-DβH no 
PVH. A foto mostra fluorescência às microesferas de látex adicionado à imunotoxina para 
auxiliar a verificação do sítio de injeção. B) Secção coronal esquemática mostrando localização 
das injeções unilaterais de anti-DβH no PVH, n = 4. Abreviações: VL: ventrículo lateral; 3V: 
terceiro ventrículo e fx: fórnix. Escalas em A-B = 100 µm. 
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Figura 9. Injeção unilateral da toxina saporina conjugada com anti-DβH no PVH 
reduz seletivamente neurônios catecolaminérgicos do bulbo ventrolateral rostral 
(BVLr) 
 
Fotomicrografia de uma secção coronal do BVLr mostrando o tratamento imunoistoquímico para 
tirosina hidroxilase  (setas pretas). A) Lado contralateral a injeção de saporina anti-DβH no PVH 
com maior número de células imunorreativas para TH (controle). B) A injeção unilateral da 
toxina saporina anti-DβH no PVH promoveu degeneração retrógrada ipsilateral de neurônios 
catecolaminérgicos (TH+) do BVLr. C) Média do número total de neurônios TH+ contados em 5 
níveis do BVLr: -12.72 a -11.60 mm relativos ao bregma. *Diferente do grupo controle (p = 0.01); 
n = 4. Abreviações: Amb: núcleo ambíguo; py: trato piramidal; Sp5: trato espinal do trigêmio; IO: 
olivas inferiores. Escalas em A-B = 500 µm; A’ – B’ 40 µm.  

 



62 
 

5.8 Saporina anti-DβH no PVH reduz o número de neurônios catecolaminérgicos  
      do BVLr ativados por hipóxia 
 

Injeções unilaterais da toxina saporina anti-DβH (Figs. 8A-B) no PVH não foram 

eficazes em promover uma diminuição significativa da expressão de neurônios não 

catecolaminérgicos ativados por hipóxia (Fos+/TH-) (27 ± 4, vs. contralateral 35 ± 5, p = 

0,28, n = 4) no BVLr (Fig. 10A). Por outro lado, observamos uma redução significativa 

de neurônios catecolaminérgicos ativados no BVLr (Fos+/TH+) (10 ± 2,5, vs. 

contralateral 18 ± 2, p = 0,04, n = 4) (Fig. 10B). Esses resultados sugerem que parte 

dos neurônios catecolaminérgicos do BVLr ativados pela hipóxia (55%) se projetam 

para o PVH. 
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Figura 10. Injeção unilateral da toxina saporina anti-DβH no PVH alterou o número 
de neurônios catecolaminérgicos ativados por hipóxia do bulbo ventrolateral 
rostral (BVLr) 

A) A injeção unilateral da toxina saporina anti-DβH no PVH não promoveu alteração no número 
de neurônios não catecolaminérgicos do BVLr ativados após hipóxia aguda (Fos+/TH-). B) 
Número de neurônios catecolaminérgicos ativados por hipóxia (Fos+/TH+) no BVLr. O lado 
contralateral a injeção de saporina anti-DβH foi utilizado como controle. Foram analisados 5 
níveis do BVLr: -12.72 a -11.60 mm relativos ao bregma. *Diferente do grupo controle (p=0,04); 
n = 4. 
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5.9 Saporina anti-DβH no PVH reduz o número de neurônios catecolaminérgicos  
       do BVLr contralateral 
 

Diante da possibilidade dos neurônios catecolaminérgicos bilaterais do BVLr 

poderem se projetar para o PVH, decidimos comparar o lado ipsilateral e contralateral 

do BVLr de animais que receberam injeção de saporina anti-DβH no PVH com outro 

grupo de animais controle, os quais receberam injeção de salina no PVH. 

De acordo com a figura 11A, podemos observar que em comparação com o 

grupo controle, como esperávamos, houve uma redução do número de neurônios TH+ 

(33 ± 5, vs. controle: 84 ± 11, p = 0,007, n = 4) no lado ipsilateral a injeção de saporina 

anti-DβH. Além disso, a injeção de saporina promoveu uma redução significativa dos 

neurônios TH+ no lado contralateral (55 ± 3, vs. controle: 88 ± 10, p = 0,01, n = 4), o que 

sugere a possibilidade de projeções bi-direcionais  dos neurônios catecolaminérgicos do 

BVLr para o PVH. 

 Quando comparado o número de neurônios catecolaminérgicos do BVLr 

ativados do grupo saporina anti-DβH com o lado ipsilateral do grupo controle (figura 

11B), observamos uma redução do número de neurônios TH+/Fos+  (9 ± 2, vs. controle: 

30 ± 3, p = 0,003, n = 4), mas, não uma redução dos neurônios TH+/Fos+ quando 

analisado o lado contralateral (18 ± 2, vs. controle: 30 ± 5, p= 0,08, n = 4), o que indica 

que a maior parte dos neurônios catecolaminérgicos ativados pela hipóxia que se 

projetam para o PVH, (lesados pela injeção de saporina anti-DβH), se localizam no lado 

ipsilateral. 
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Figura 11. Neurônios catecolaminérgicos bilaterais do BVLr projetam-se para o 
PVH 
 
A) A injeção unilateral da toxina saporina anti-DβH no PVH reduziu número de neurônios 
catecolaminérgicos ipsilaterais e contralaterais do BVLr quando comparado com animais 
controle. B) A injeção de saporina anti-DβH reduz o número de neurônios catecolaminérgicos 
ativados por hipóxia (TH+Fos+) ipsilaterais, mas, não altera (TH+Fos+) contralaterais quando 
comparados com um grupo controle. # Diferente do lado contralateral do grupo controle; * 
diferente do lado ipsilateral do grupo controle. Foram analisados 5 níveis do BVLr: -12.72 a -
11.60 mm relativos ao bregma, n = 4. 
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5.10 A destruição seletiva dos neurônios catecolaminérgicos do BVLr altera a  
         expressão de Fos em neurônios do PVH após estimulação dos       
         quimiorreceptores periféricos 
 

 Para avaliar a relação entre as projeções hipotalâmicas com origem no BVLr/ 

grupamento C1 e os neurônios do PVH em uma situação de hipóxia, as secções 

coronais de PVH dos animais que receberam injeções unilaterais de saporina anti-DβH 

foram analisadas quanto à imunorreatividade para Fos (Figs. 12A-B). 

 Ao analisar a expressão de Fos, após três horas de hipóxia, pode-se observar 

uma redução significativa da expressão de Fos no PVH (92 ± 10, vs contralateral: 132 ± 

12, p = 0,006, n = 3) (Fig. 12C).  
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Figura 12. A destruição seletiva dos neurônios C1 altera a expressão de Fos em 
neurônios do núcleo paraventricular do hipotálamo após hipóxia 
 
A e B) Fotomicrografias mostrando o tratamento imunoistoquímico para Fos de uma secção 
coronal do PVH de um animal que recebeu injeção unilateral de saporina anti-DβH e 
posteriormente foi submetido a três horas de hipóxia. A) Expressão de Fos após hipóxia no lado 
contralateral a injeção (controle). B) Expressão de Fos após hipóxia lado lesado. B) Número 
total de neurônios imunorreativos para Fos no PVH em resposta a hipóxia. As células ativadas 
foram contadas em 6 níveis do hipotálamo: -1,0 a -2,30 mm relativos ao bregma. * Diferente do 
lado contralateral (p= 0,006) n = 3. Abreviações: 3V: terceiro ventrículo. Escalas em A-B = 
200µm. 
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5.11 Efeitos cardiovasculares da hipóxia 

 

 O efeito da hipóxia na PAM e FC em ratos acordados foi avaliado devido à 

possibilidade da hipotensão causada pela hipóxia poder desencadear a expressão de 

Fos na região do BVLr. Os parâmetros cardiovasculares obtidos durante a exposição à 

hipóxia foram comparados com os valores em relação à condição de normóxia (basal), 

quando as variáveis cardiovasculares eram estáveis.  

 Os valores de PAM durante a hipóxia não foram diferentes em relação à 

normóxia em todos os períodos de exposição à hipóxia analisados (5, 30, 60, 120, 180 

min), no entanto, os valores de FC apresentaram alterações significativas durante a 

exposição à hipóxia (basal: PAM: 96 ± 2,4 mmHg, FC: 372 ± 5,7 bpm; 5 min após 

hipóxia: PAM: 106 ± 3,1 mmHg, FC: 455 ± 13,7 bpm; 30 min após hipóxia: PAM: 102 ± 

5,3 mmHg, FC: 469 ± 29 bpm; 60 min após hipóxia: PAM: 92 ± 0,9 mmHg, FC: 449 ± 37 

bpm); 120 min após a hipóxia: PAM: 94 ± 4,0 mmHg, FC: 456 ± 32 bpm); 180 min após 

hipóxia: PAM: 95 ± 4 mmHg, FC: 440 ± 26 bpm) (Figs. 13A-B).  

 A PAM dos animais submetidos à hipóxia aumentou em aproximadamente 10 

mmHg após 5 minutos de exposição, sendo este o aumento máximo da pressão arterial 

durante o período do estímulo. Até 30 minutos de hipóxia, a PAM permaneceu neste 

nível e, em seguida, gradualmente retornou para o nível basal até o final da exposição á 

hipóxia (Fig. 13A). A frequência cardíaca aumentou gradualmente durante a hipóxia, a 

taquicardia persistiu durante todo o período analisado, atingindo um nível de cerca de 

97 bpm acima do nível basal após 30 min do início da exposição (Fig. 13B). 
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Figura 13. Hipóxia aguda não promove alterações significativas na PAM de ratos 
acordados 

A) Alterações na pressão arterial média (PAM) e B) frequência cardíaca (FC) de ratos expostos 
a hipóxia (8% O2 balanceado com 92% N2) por um período de 3 horas.  * Diferente de normóxia 
(basal), p < 0,05, Newman-Keuls multiple comparison test; n=4. 
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5.12 Minociclina altera a expressão de RNAm de mediadores do processo  
          inflamatório no BVLr e PVH desencadeada pela hipóxia 
 

 Diante de evidências prévias da literatura a respeito do envolvimento do 

BVL/grupamento C1 e do PVH em resposta a situações emergenciais, que promovem 

um aumento dos níveis de citocinas pró-inflamatórias e também, a participação deste 

grupamento em resposta a ativação do quimiorreflexo periférico, a próxima série de 

experimentos teve como objetivo avaliar se a hipóxia seria capaz de alterar a expressão 

de citocinas e fatores inflamatórios especificamente nesses núcleos, para entendermos 

se essas duas importantes regiões encefálicas podem ser alvos desses mediadores ou 

integrar respostas relacionadas a esses mediadores.  

 A expressão de RNAm para mediadores inflamatórios também foi avaliada em 

um grupo de animais tratados com minociclina, afim de avaliarmos se a inibição da 

atividade da microglia poderia alterar os níveis de RNAm expressos nestes núcleos 

durante a hipóxia.  

 Na figura 14 A-C podemos observar que a exposição dos animais por 3 horas à 

hipóxia levou a um aumento no RNAm para IL-6 no BVLr (2,3 ± 0,2 vs. normóxia: 1,0 ± 

0,09, p = 0,002; n = 12) e PVH (1,8 ± 0,2 vs. normóxia: 0,8 ± 0,1, p = 0,02; n = 7), IL-1β 

no BVLr (2,2 ± 0,7 vs. normóxia: 0,8 ± 0,07, p = 0,01; n = 8) e PVH (1,7 ± 0,3 vs. 

normóxia: 0,9 ± 0,1, p = 0,03; n = 7) e para TNFα no BVLr (2,2 ± 0,7 vs. normóxia: 0,7 ± 

0,04, p = 0,02; n = 7). Não observamos alterações nos níveis de IL-6, IL-1β ou TNFα no 

córtex (Figs 14A-C).  

 O tratamento prévio com minociclina (30 mg/kg/dia - durante 5 dias) promoveu 

um aumento ainda maior nos níveis de IL-6 no BVLr (5,1 ± 1,3 vs. salina: 2,3 ± 0,2, p < 

0,0001; n = 11) e PVH (4,8 ± 0,3 vs. salina: 1,8 ± 0,2, p < 0,0001; n = 7) após a hipóxia 

(Figs 14A-C). Minociclina também foi capaz de promover um aumento da expressão de 

IL-6 no córtex (4,8 ± 0,8 vs. salina: 1,5 ± 0,19, p < 0,001; n = 11), após hipóxia. Por 

outro lado, o tratamento prévio com minociclina atenuou a expressão de RNAm 

especificamente para IL-1β (0,94 ± 0,1 vs. salina: 2,2 ± 0,7 p = 0,01; n = 8) e  para 

TNFα (0,7±0,1 vs. hipóxia: 2,2±0,6, p < 0,007; n = 7) no BVLr (Figs. 14B-C).  

 A hipóxia foi efetiva em promover um aumento da expressão de RNAm para a 

molécula co-estimulatória CD-86 no PVH (1,4 ± 0,1 vs. normóxia: 0,9 ± 0,08, p = 0,01; n 



71 
 

= 11; Fig. 14D). Essa molécula é expressa na superfície das células apresentadoras de 

antígeno incluindo macrófagos/microglia inflamatória M1 e sua expressão não foi 

alterada pelo tratamento com minociclina (1,3 ± 0,2 vs. salina: 1,4± 0,1, p > 0,05; n = 

10), (Fig 14D). 

 A manutenção da homeostase no SNC é realizada por diversas células e 

mecanismos. As células que compõem a barreira hematoencefálica (BHE) atuam em 

consonância a fim de manter a impermeabilidade e baixo fluxo paracelular no ambiente 

neuronal, sendo que, alterações na integridade da BHE podem ocasionar eventos que 

levam a danos e disfunções que podem evoluir para doenças neurológicas 

(ENGELHARDT et al., 2014).  

 Estudos in vivo mostram que a hipóxia pode ser um dos principais fatores 

estressores que induziriam danos na BHE (BAUER et al., 2010) e diante dessas 

evidências, decidimos avaliar a expressão de MMP9 e MMP2 no BVLr e PVH de 

animais submetidos a 3 horas de hipóxia. As MMPs estão envolvidas com mecanismos 

que levam a um aumento na permeabilidade da BHE como parte de uma resposta 

neuroinflamatória à isquemia, esclerose múltipla e processos infecciosos 

(CUNNINGHAM et al., 2005).  

 Nossos resultados mostram que 3 horas de hipóxia foi capaz de promover um 

aumento na expressão de RNAm para MMP9 no BVLr (2,6 ± 0,4 vs. normóxia: 0,80 ± 

0,07, p = 0,002; n = 9) e PVH (1,2 ± 0,2 vs. normóxia: 0,6 ± 0,06, p = 0,01; n = 9; Fig. 

14E), sem alterar a expressão de MMP2 (Fig. 14F). O tratamento com minociclina 

bloqueou a expressão de MMP9 desencadeado pela hipóxia no BVLr (1,0 ± 0,1 vs. 

salina: 2,6 ± 0,4, p < 0,001; n = 9) (Fig 14E). 
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Figura 14. Valores do qPCR de citocinas e fatores relacionados à inflamação no 
PVH e BVLr de ratos tratados com salina ou minociclina e submetidos a hipóxia 
por 3 horas 
 
Expressão de A) interleucina-6 (IL-6) no córtex, PVH e BVLr; B) interleucina-1β (IL-1β) no 
córtex, PVH e BVLr; C) fator de necrose tumoral (TNF) no córtex, PVH e BVLr; D) molécula co-
estimulatória 86 (CD-86) no córtex, PVH e BVLr; E) MMP9 no córtex, PVH e BVLr e F) MMP2 
no córtex, PVH e BVLr. *Diferente do grupo normóxia salina; + Diferente do grupo normóxia 
salina; # diferente do grupo hipóxia mino. 
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5.13 Hipóxia aguda é capaz de modificar a expressão RNAm para citocinas pró- 
        inflamatórias em órgãos periféricos 
 

 Além de promover alterações na expressão de RNAm para diferentes 

mediadores inflamatórios no SNC, a hipóxia também foi capaz de modificar a expressão 

de citocinas em órgãos periféricos.  

 O propósito desse experimento foi avaliar se a hipóxia seria capaz de modular 

uma resposta sistêmica, provavelmente por estimular um recrutamento de diferentes 

células do sistema imune (SI) aos órgãos alvos ou até mesmo por promover diferentes 

respostas das próprias células, capazes de reagir à diminuição da demanda de O2. 

 Nas figuras 15A-B podemos observar que a exposição dos animais por 3 horas à 

hipóxia promoveu aumento significativo na expressão de RNAm para IL-6 no coração 

(90,83 ± 20,92 vs. normóxia: 1,84 ± 0,73, p = 0,002), pulmão (15,98 ± 3,13 vs. 

normóxia: 3,34 ± 1,4, p = 0,02), fígado (2,95 ± 0,5 vs. normóxia: 1,0 ± 0,06, p = 0,02) e 

rim (12,19 ± 3,27 vs. normóxia: 1,22 ± 0,28, p = 0,006). Hipóxia aumentou IL-1β no 

coração (3,0 ± 0,29 vs. normóxia: 1,1 ± 0,17, p = 0,01). Hipóxia aguda não foi capaz de 

promover alteração na expressão de RNAm para TNFα em nenhum dos órgãos 

avaliados (Fig. 15C). 
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Figura 15. Valores do qPCR para citocinas pró-inflamatórias em órgãos 
periféricos de ratos submetidos a hipóxia por 3 horas 
 
A) interleucina-6 (IL-6) no coração, pulmão, fígado e rim; B) interleucina-1β (IL-1β) no coração, 
pulmão, fígado e rim; C) fator de necrose tumoral (TNF) no coração, pulmão, fígado e rim. 
*Diferente do grupo controle; # Diferente do grupo hipóxia, n = 4. 
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5.14 Minociclina reduz a expressão de Fos em neurônios do BVLr e PVH em   
         resposta a uma situação de hipóxia 
 

 A partir dos resultados apresentados mostrando que uma situação de hipóxia é 

capaz de promover um aumento significativo na expressão de Fos em neurônios 

catecolaminérgicos do BVLr e também em neurônios do PVH, esse experimento foi 

realizado para avaliar se a inibição da atividade da microglia por meio do tratamento 

com minociclina seria capaz de modificar essa resposta.  

 As figuras 16A-D representam cortes coronais do BVLr e PVH de um caso 

controle, tratado com salina e um caso tratado com minociclina que foram submetidos a 

hipóxia e posteriormente a imunoistoquímica para marcar TH e Fos. 

  Após 3 horas de hipóxia podemos observar que o tratamento com minociclina 

promoveu uma diminuição significativa no número de neurônios catecolaminérgicos que 

expressam Fos no BVLr (28,6 ± 2,9 vs. salina: 60 ± 9,5, p = 0,03; n = 4) e  PVH (838 ± 

27 vs. salina: 1449 ± 139, p = 0,04; n = 4) (Fig. 16 E-F).  
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Figura 16. Minociclina reduz a expressão de Fos no BVLr e PVH após hipóxia 
  
As fotomicrografias ilustram secções coronais do BVLr que receberam tratamento 
imunoistoquímico para TH e Fos e também de secções coronais do PVH que receberam 
tratamento para Fos. A) Expressão de TH /Fos no BVLr em animais tratados com salina após 
hipóxia; B) Expressão de TH /Fos no BVLr em animais tratados com Minociclina após hipóxia. 
C) Expressão de Fos no PVH em animais tratados com salina após hipóxia; D) Expressão de 
Fos no PVH em animais tratados com Minociclina após hipóxia. E) Número de neurônios 
catecolaminérgicos ativados por hipóxia (Fos+/TH+) bilaterais no BVLr. F) Número de neurônios 
ativados por hipóxia (Fos+) no PVH. As células marcadas foram avaliadas em 5 níveis do BVLr: 
-12.72 a -11.30 mm relativos ao bregma para o BVLr e em 6 níveis do hipotálamo: -1.00 a -2.30 
mm relativos ao bregma, n = 4. Escalas em A-B = 50 µm; em C-D= 100 µm. 
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5.15 Minociclina atenua o aumento respiratório promovido pela hipóxia 

 

 O tratamento com minociclina por 5 dias atenuou o aumento na resposta 

respiratória induzida pela a exposição à hipóxia (8% O2, balanceado com N2 por 10 

minutos) quando comparado com o grupo controle, onde os parâmetros respiratórios 

foram avaliados previamente ao início do tratamento com minociclina. As alterações 

foram observadas no VT (7,6 ±0,3 vs. mino: 6,4 ± 0,3 ml/kg, p<0,05; n=7) e no VE (1302 

± 71 vs. mino: 969 ± 48 ml/kg/min, p<0,001; n=7) (Figs. 17A e C). Não foram 

observadas alterações no aumento da fR (170,6 ± 3,7 vs. mino: 153,1 ± 8,7 resp/min, 

p>0,05; n=7) produzida pela hipóxia em animais quando tratados com salina ou 

minociclina (Fig. 17B)  
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Figura 17. Minociclina atenua o aumento respiratório promovido pela hipóxia 

A-C) Alterações no A) volume corrente (VT, ml/kg), B) frequência respiratória (fR, 

respirações/min), C) volume minuto (VE, ml/kg/min) promovidas pela exposição á hipóxia (8% 

O2) em animais tratados com salina e após o tratamento com minociclina. *Diferente do 

tratamento com minociclina; n = 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



79 
 

5.16 Minociclina altera respostas autônomas cardiovasculares desencadeadas 
pela hipóxia 
 

 A próxima série de experimentos foi elaborada para avaliar os efeitos do 

tratamento com minociclina no controle autônomo cardiovascular em condições basais 

e durante o protocolo de hipóxia. Dessa maneira, seria possível avaliar se a inibição da 

atividade da microglia seria capaz de alterar as respostas autônomas à hipóxia.  

 No quinto e último dia de tratamento com minociclina ou salina, os animais foram 

submetidos à canulação da artéria femoral e após um dia de recuperação, os 

parâmetros cardiovasculares foram registrados durante 3 horas de hipóxia, e 

posteriormente foi realizado a análise espectral da variabilidade da pressão arterial e 

intervalo de pulso. Evidenciamos que o protocolo de hipóxia não promoveu diferença na 

pressão arterial média entre os animais que receberam injeções intraperitoneais de 

salina ou minociclina em nenhum dos tempos analisados (basal: 101,1 ± 2,4 vs. mino: 

105,3 ± 2,9 mmHg; 5 min após hipóxia: 110,6 ± 3 vs. mino: 110,5 ± 2,4 mmHg; 30 min 

após hipóxia: 104 ± 3,8 vs. mino: 105 ± 2,9 mmHg; 60 min após hipóxia: 95 ± 3,2 vs. 

mino: 102 ± 3,2 mmHg; 120 min após a hipóxia: 95,3 ± 2,7 vs. mino 94 ± 3,6 mmHg; 

180 min após hipóxia: 97,2 ± 3,5 mmHg vs. mino: 92,7 ± 3,5 mmHg), (Fig. 18A), o que 

provavelmente se deve a manutenção do padrão de variabilidade da pressão arterial 

sistólica (SAP) (Fig. 18C) e do componente de baixa frequência (LF), (Fig. 18D) durante 

a hipóxia ao longo do tempo. Os trechos utilizados para análise dos registros de 

pressão arterial e frequência cardíaca foram os mesmos utilizados para análise 

espectral na pressão arterial sistólica e também do intervalo de pulso (PI). O tratamento 

com minociclina também não modificou o componente de alta frequência (HF) da SAP, 

que representa a modulação respiratória da pressão arterial (Fig. 18E).  

 No período inicial da hipóxia também representado no tempo de 5 minutos após 

o início do estímulo, no grupo controle foi observado um aumento na variabilidade do 

intervalo de pulso (PI) (5 min após hipóxia: 45,2 ± 6 vs. mino: 19,4 ± 2,9 ms2, p < 0,05), 

(Fig. 18F) e seus respectivos componentes LF (5 min após hipóxia: 3,7 ± 0,5 vs. mino: 

1,3 ± 0,2 ms2; p < 0,001), (Fig. 18G) e HF (5 min após hipóxia: 9,6 ± 1 vs. mino: 4,0 ± 

0,7 ms2; p < 0,001), (Fig. 18H). O tratamento prévio com minociclina não alterou a 
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variabilidade da PI e os componentes LF e HF desencadeado pela hipóxia (Figs. 18F-

H). O aumento simultâneo em LF e HF resulta uma ausência de alteração na razão 

entre os componentes de baixa e alta frequência (LF/HF) (5 min após hipóxia: 0,37 ± 

0,03 vs. mino: 0,33 ± 0,05), (Fig. 18I). O tratamento com minociclina não foi eficaz em 

alterar o aumento da FC (435,1 ± 16,1 vs. mino: 375,9 ± 9,3 bpm) produzido pela 

hipóxia (Fig. 18B). 

 Os animais tratados com minociclina responderam com um aumento ainda maior 

da frequência cardíaca 60 minutos após o início da hipóxia (60 min após hipóxia: 407,6 

± 14,3 vs. mino: 475 ± 18 bpm mino, p < 0,05), (Fig. 18 B), também demonstrada por 

um aumento na variabilidade do intervalo de pulso PI (60 min após hipóxia: 6,3± 1,7 vs. 

mino: 25,8 ± 6,0 ms2; p < 0,05), (Fig. 18F), LF (60 min após hipóxia: 0.41 ± 0,18 vs. 

mino: 2 ± 0,4 ms2; p <0,01), (Fig. 18G) e razão (LF/HF) (60 min após hipóxia: 0,18 ± 

0,02 vs. mino: 0,4 ± 0,08; p < 0,001), (Fig. 18I). 
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Figura 18. Pressão arterial, frequência cardíaca e análise espectral da 

variabilidade da pressão arterial sistólica e da frequência cardíaca 

Análise espectral da pressão arterial sistólica e frequência cardíaca de ratos tratados com salina 

ou minociclina submetidos à hipóxia. A) pressão arterial média, B) frequência cardíaca, C) 

Variância, D) LF absoluto e E) HF absoluto da pressão arterial sistólica. F) Variância, G) LF 

absoluto e H) HF absoluto referentes ao intervalo de pulso. I) razão LF/HF do intervalo de pulso. 

*Diferente em comparação ao grupo tratado com minociclina; #diferente do grupo tratado com 

salina (controle); n = 7. 
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6 DISCUSSÃO 

 Diante dos resultados apresentados buscamos demonstrar a possível 

participação dos neurônios catecolaminérgicos do BVLr (região C1) que projetam-se 

para o PVH e são ativados em uma situação de hipóxia aguda. A ativação dos 

quimiorreceptores periféricos mediante um protocolo de redução dos níveis de O2 de 

21% para 8% O2 por um período de três horas foi capaz de ativar significativamente os 

neurônios do BVLr, porém, nesta condição somente uma parcela de neurônios 

catecolaminérgicos ativados se projetam para o PVH. Adicionalmente mostramos que o 

nosso protocolo experimental de 3 horas de hipóxia foi eficaz em promover a ativação 

de mediadores inflamatórios em regiões encefálicas cruciais para a manutenção da 

homeostase como o BVLr e o PVH. A hipóxia também promoveu um aumento dos 

níveis de citocinas inflamatórias em tecidos periféricos como coração, pulmão e rim. O 

tratamento com minociclina foi capaz de modificar as respostas de expressão gênica, 

respostas respiratórias e autônomas desencadeadas pela hipóxia.  

 

6.1 Caracterização neuroanatômica da via C1-PVH durante hipóxia aguda 

 

Estudos neuroanatômicos que combinam técnicas de transporte anterógrado, 

retrógrado e de imunoistoquímica mostram que o PVH possui grande quantidade de 

terminais axonais catecolaminérgicos e que núcleos do tronco encefálico contribuem 

com essas projeções (SAWCHENKO; SWANSON, 1983b; SWANSON; SAWCHENKO, 

1983). Dentre os núcleos do tronco encefálico que enviam projeções 

catecolaminérgicas para o PVH há os grupamentos adrenérgicos C1, C2, C3, com 

terminais que se distribuem preferencialmente para divisão parvocelular do PVH 

(CUNNINGHAM et al., 1990). De acordo com as respectivas topografias, os 

grupamentos C1, localizado no BVLr, C2 na região rostro medial do núcleo do trato 

solitário e C3 disperso pelo fascículo longitudinal medial e núcleo do hipoglosso, 

recebem fundamentalmente aferências distintas e transmitem informações sensoriais 

para neurônios efetores viscerais no hipotálamo (CUNNINGHAM et al., 1990; 

SAWCHENKO et al., 1985). 
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Nossos resultados de injeções do traçador anterógrado PHA-L no BVLr estão de 

acordo com essas informações e mostram a distribuição das fibras dos neurônios do 

BVLr no PVH. Pode-se observar uma quantidade moderada de varicosidades positivas 

para o PHA-L principalmente na divisão parvocelular do PVH, mais especificamente nas 

regiões medial e dorsal dessa divisão. Algumas fibras foram visualizadas na região 

magnocelular, porém, nos casos escolhidos, representando a injeção de PHA-L no 

BVLr, observamos que a divisão parvocelular recebeu maior inervação do que a divisão 

magnocelular. 

De acordo com a distribuição das varicosidades PHA-L positivas mostradas 

nesse estudo, podemos sugerir que essas projeções ascendentes com origem na 

região do BVLr podem estar envolvidas com a modulação da atividade autônoma, 

assim como influenciar mecanismos neuroendócrinos exercidos pelo PVH. Estudos 

neuroanatômicos mostram que são principalmente os neurônios da divisão parvocelular 

que se projetam para a coluna intermédio lateral (SWANSON; KUYPERS, 1980; 

SWANSON et al., 1980), assim como já está descrito que é nesta divisão que se 

localizam neurônios hipofisários que se projetam para eminência mediana (WIEGAND; 

PRICE, 1980). 

Embora os neurônios C1 possuam todas as enzimas necessárias para sintetizar 

catecolaminas, não há evidências diretas que mostram que esses neurônios liberam 

essas substâncias (GUYENET et al., 2013). Experimentos com camundongos que 

expressam a proteína Cre sob o controle de um promotor específico para dopamina-β 

hidroxilase (DβH), que receberam injeções no BVLr de um adenovírus Cre dependente 

conjugado com mCherry, uma proteína fluorescente vermelha, tiveram o PVH avaliado 

quanto a expressão do transportador vesicular de glutamato 2 (VGLUT2). Os resultados 

mostraram uma densa quantidade de varicosidades no PVH marcadas com mCherry 

que se sobrepõem ao VGLUT2 (ABBOTT et al., 2013).  

Em nossos experimentos decidimos confirmar se as varicosidades PHA-L 

positivas encontradas no PVH com origem no BVLr são VGLUT2 positivas ou 

expressam a enzima descarboxilase do ácido glutâmico (GAD 65/67), indicando 

neurotransmissão glutamatérgica ou gabaérgica, respectivamente. Como apresentado 

em nossos resultados, a maior parte das varicosidades PHA-L se colocalizam com 
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VGLUT2, apesar de também haver em menor proporção a expressão de GAD65/67. 

Esses resultados sugerem que essas projeções originadas do BVLr podem contribuir 

com a sinalização glutamatérgica no PVH.  

A região do BVLr possui neurônios que têm papel essencial na geração das 

atividades simpáticas e respiratórias (ALHEID et al., 2011). Sabe-se que os neurônios 

do grupamento C1 estão envolvidos na modulação da resposta cardiorrespiratória e o 

presente estudo em conjunto com dados da literatura, reforça a evidência de que em 

animais não anestesiados há uma grande proporção de neurônios C1 que expressam 

Fos após uma situação de hipóxia (ERICKSON; MILLHORN, 1994; HIROOKA et al., 

1997), condição diretamente relacionada com projeções oriundas da região do núcleo 

do trato solitário caudal, o qual recebe aferências diretas dos quimiorreceptores 

periféricos (CHITRAVANSHI; SAPRU, 1995). 

As vias neurais pelas quais os neurônios C1 ativam a respiração ainda não estão 

totalmente esclarecidas. Presume-se a existência de uma conexão direta entre 

neurônios C1 e os neurônios geradores da atividade respiratória, pois, os axônios 

desses neurônios arborizam ao longo da extensão rostro-caudal da coluna respiratória, 

formando uma circuitaria sináptica local (AGASSANDIAN et al., 2012). Além do mais, 

neurônios geradores de ritmo respiratório, localizados no complexo pre-Bötzinger, 

também podem ter contato direto com células C1 por meio de dendritos distais (SPYER; 

GOURINE, 2009). 

Outra evidência em relação à modulação da respiração pelos neurônios 

catecolaminérgicos do BVLr, são suas conexões indiretas com centros respiratórios via 

projeções para núcleo retrotrapezóide (RTN), núcleo parabraquial lateral, substância 

cinzenta periaquedutal e núcleos hipotalâmicos como região perifornicial/hipotálamo 

lateral (ABBOTT et al., 2009; CARD et al., 2006; GUYENET et al., 2013). Abbott e 

colaboradores (2013) mostraram que a estimulação seletiva dos neurônios C1, por meio 

da técnica de optogenética, promove aumento na frequência e amplitude respiratória 

em animais não anestesiados, sugerindo que esses neurônios podem ser uma peça 

importante nas respostas respiratórias produzidas pela estimulação dos 

quimiorreceptores periféricos (ABBOTT et al., 2013). Resultados do nosso laboratório 

mostram que a inibição seletiva dos neurônios catecolaminérgicos do BVLr reduz o 
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aumento da atividade respiratória produzida pela estimulação dos quimiorreceptores 

periféricos (Malheiros-Lima et al., dados não publicados). 

Os resultados do presente estudo, mostrando que a via de comunicação C1 e 

PVH esta ativada numa situação de hipóxia, podem certamente ser mais uma peça no 

complexo sistema neural de regulação da respiração ou do sistema cardiovascular 

durante a ativação dos quimiorreceptores periféricos. Durante uma situação de hipóxia, 

os quimiorreceptores periféricos são capazes de detectar as alterações dos níveis de O2 

no sangue e enviar informações para o SNC, mais precisamente no núcleo do trato 

solitário (NTS). A partir do NTS, uma série de comunicações neurais são 

desencadeadas com o objetivo de regular a homeostase cardiovascular, endócrina, 

comportamental e respiratória. No presente estudo, estamos sugerindo que a via C1-

PVH possa contribuir nas respostas cardiorrespiratória e endócrina. Mais estudos serão 

necessários para responder essas questões e serão objetivos de estudos futuros do 

nosso laboratório. 

Os nossos resultados também mostraram que a injeção unilateral da toxina 

saporina conjugada com anti-DβH no PVH promoveu uma destruição parcial dos 

neurônios catecolaminérgicos ativados por hipóxia (Fos+/TH+). Curiosamente, a injeção 

da toxina no PVH não foi capaz de promover a redução dos neurônios não 

catecolaminérgicos do BVLr (Fos+/TH-), o que nos permite afirmar que os neurônios não 

C1 ativados pela hipóxia não estão comprometidos e poderiam contribuir para a 

compensação das respostas fisiológicas frente a uma possível perda dos neurônios do 

grupamento C1.  

A análise dos resultados referentes à saporina conjugada com anti-DβH no PVH 

foi inicialmente realizada utilizando o lado contralateral a injeção como controle. Ao 

contabilizarmos o número de neurônios marcados para TH e Fos no BVLr e 

compararmos as marcações do lado contralateral em relação ao lado ipsilateral, 

identificamos a necessidade de termos um grupo controle, no qual fosse injetado salina, 

devido a possibilidade de projeções bilaterais dos neurônios do grupamento C1 

projetando-se para o PVH. De acordo com nossa análise, em comparação com o grupo 

controle, a injeção de saporina no PVH promoveu uma diminuição do número de 

neurônios TH+ no BVLr também no lado contralateral a injeção, o que sugere a 
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possibilidade de parte dos neurônios catecolaminérgicos bilaterais do BVLr, enviarem 

projeções para o PVH. Ao avaliarmos o número de neurônios TH+/Fos+ do BVLr, 

verificamos que não houve diferença significativa, o que indica que a maior parte dos 

neurônios catecolaminérgicos ativados pela hipóxia que se projetam para o PVH, 

(lesados pela injeção de saporina anti-DβH), se localizam no lado ipsilateral. 

Como já descrito anteriormente, temos várias evidências sobre as possíveis 

funções dos neurônios C1 que se projetam para o PVH. Simultaneamente ao controle 

respiratório, os neurônios C1 estão envolvidos na manutenção da homeostase do 

organismo sob condições emergenciais, modulando respostas autônomas, metabólicas 

e neuroendócrinas (GUYENET et al., 2013). Dentre as respostas neuroendócrinas, 

resultados da literatura demonstram que células adrenérgicas C1 poderiam ativar 

neurônios neurossecretórios no PVH, que expressam o fator liberador da corticotrofina 

(CRF), para iniciar as respostas relacionadas à ativação do eixo hipotálamo hipófise 

adrenal (HPA) (ROSS et al., 1984; SAWCHENKO; BOHN, 1989). 

Outro fator observado em nossos resultados é que a maioria dos neurônios 

catecolaminérgicos que se projetam para o PVH (TH+/CTB+) estavam localizados na 

região mais caudal do BVLr, resultado que corrobora dados da literatura que mostram 

que os neurônios catecolaminérgicos do BVL são organizados topograficamente em 

relação as projeções eferentes (GUYENET et al., 2013).   

A região caudal do BVL possui projeções já descritas para o hipotálamo, 

enquanto que regiões mais rostrais do grupamento C1 possui uma maior população de 

neurônios que se projetam preferencialmente para medula espinhal (bulbo espinhais) 

(AGASSANDIAN et al., 2012; GUYENET et al., 2013). Um recente trabalho da literatura 

mostrou que os neurônios catecolaminérgicos do BVLc (possivelmente neurônios do 

grupamento A1) também projetam-se para o PVH e estão envolvidos nas respostas de 

ativação do quimiorreflexo (KING et al., 2013).  

Estudos neuroanatômicos evidenciaram que o grupamento noradrenérgico A1 

constitui a principal fonte de projeções catecolaminérgicas do tronco encefálico para o 

PVH (SAWCHENKO; SWANSON, 1982b). Esses neurônios são conhecidos por se 

projetarem tanto para divisão parvocelular, quanto para divisão magnocelular do PVH 

(CUNNINGHAM; SAWCHENKO, 1988), o que favorece dentre outras características a 
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atribuição desta projeção com funções relacionadas ao controle de respostas 

neuroendócrinas e respostas autônomas de controle da atividade simpática (KING et 

al., 2013; SAWCHENKO; SWANSON, 1982a; SMITH et al., 1995). 

De acordo com King e colaboradores (2013), a hipóxia promove a ativação de 

uma grande proporção dos neurônios catecolaminérgicos do bulbo ventrolateral caudal 

(BVLc) que projetam-se para o hipotálamo, sugerindo que o BVLc exerce um papel 

importante no fornecimento de informações aferentes do quimiorreflexo periférico para o 

PVH. No presente estudo, estamos propondo que os neurônios catecolaminérgicos do 

BVLr/grupamento C1 também poderiam representar uma importante fonte de excitação 

para o PVH assim como os neurônios do grupamento A1.  

A integridade dos neurônios C1, que se projetam para o PVH, pode contribuir 

para que os neurônios do PVH sejam ativados pela estimulação dos quimiorreceptores 

periféricos, pois, após a lesão seletiva dos neurônios C1, que projetam-se para o PVH, 

observamos que o número de neurônios imunorreativos para Fos, após uma hipóxia, foi 

significativamente reduzido no PVH. Essa fração de neurônios C1 que compõem 

aferências fundamentais para os neurônios do PVH sob condições de hipóxia, poderia, 

dentre outras funções, estar envolvida com respostas neuroendócrinas e/ou 

cardiorrespiratórias a hipóxia. Estudos mostram que uma situação de hipóxia pode 

promover aumento da expressão de Fos em células vasopressinérgicas e 

ocitocinérgicas do PVH, mais especificamente em neurônios parvocelulares localizados 

na região medial do PVH, região que contém grande parte dos neurônios que 

expressam CRF (SMITH et al., 1995).  

Dados da literatura mostraram que em uma situação de hipóxia além do aumento 

da expressão de Fos em neurônios vasopressinérgicos, este estímulo é capaz de 

desencadear aumento significativo dos níveis plasmáticos de vasopressina e que vias 

neurais catecolaminérgicas originárias da região ventral do bulbo podem desempenhar 

um papel na manutenção dessas concentrações (FORSLING; AZIZ, 1983; IOVINO et 

al., 2013; WALKER, 1986). Além da vasopressina, o CRF constitui um importante fator 

responsável por respostas neuroendócrinas a diferentes estímulos. Schiltz e 

Sawchenko (2007) mostraram que a integridade de vias catecolaminérgicas do bulbo 

são essenciais para promover a ativação do PVH com possível liberação de CRF em 
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resposta ao aumento de fatores inflamatórios periféricos (SCHILTZ; SAWCHENKO, 

2007).  

Assim como na inflamação, a hipóxia constitui uma situação emergencial para o 

organismo e nossos resultados além de corroborar com dados da literatura sobre a 

importância da integridade de neurônios catecolaminérgicos sobre a atividade de 

neurônios do PVH, reforçam evidências da participação da via C1-PVH em situações 

emergenciais como a hipóxia. 

 Dessa maneira, os resultados apresentados neste estudo constituem uma 

importante caracterização sobre a distribuição dos neurônios catecolaminérgicos do 

BVLr que estão ativados na hipóxia. O recrutamento dos neurônios C1, ativados na 

hipóxia e projetando-se para o PVH fariam parte do complexo sistema neural ativado 

pelos quimiorreceptores periféricos.  

 

6.2 Hipóxia aguda não promove alterações significativas na PAM de ratos  
       acordados 
 

 A fim de caracterizarmos o protocolo de hipóxia aguda, foi avaliada a gasometria 

do sangue arterial. De acordo com nossos resultados, hipóxia (8% O2) durante 3 horas 

foi capaz de promover uma queda significativa na PaO2 e também na sO2. A intensa 

taquipnéia desencadeada pela hipóxia resultou em uma queda significativa na PaCO2 e 

uma possível compensação renal com a diminuição dos níveis de HCO3
-. Esse 

processo promoveu um ligeiro aumento no pH, caracterizando uma alcalose 

respiratória. 

  O fato que uma situação de hipóxia aguda pode produzir respostas depressoras 

na PAM que podem influenciar na imunorreatividade para Fos nos neurônios do BVLr já 

está bem estabelecido. A hipotensão pode promover a expressão de Fos em neurônios 

da região do BVLr/C1 (LI; DAMPNEY, 1994).  

 Nossos resultados não mostram nenhuma mudança significativa na pressão 

arterial durante 3 horas de exposição hipóxia e assim, vão de acordo com os resultados 

de Smith e colaboradores publicados em 1995, que mostraram que uma hipóxia 

sistêmica não produziu alterações significativas na pressão arterial durante os primeiros 

90 min de exposição (SMITH et al., 1995).  
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 Embora ambos, hipotensão e hipóxia possam provocar um reflexo simpato-

excitatório, as vias centrais responsáveis por estes efeitos em animais acordados são 

fundamentalmente diferentes. A hipóxia ativa neurônios pré-simpáticos do BVLr 

principalmente através de projeções excitatórias direta dos neurônios do NTScom, bem 

como do grupamento noradrenérgico A5. Por outro lado, os neurônios do BVLr ativados 

por hipotensão parecem ser  principalmente desinibidos por inter-neurônios inibitórios, 

indicando que os sinais aferentes que produzem estes efeitos são também nitidamente 

diferentes (HIROOKA et al, 1997; HORIUCHI et al., 1999).  

 Portanto, estes resultados em conjunto com a literatura sugerem que as 

respostas de Fos à hipóxia aguda na região do BVLr/ C1 com projeções para o PVH 

mostradas no presente estudo são, em grande parte devido à hipóxia e não ao efeito 

secundário da pressão arterial. 

 

6.3 Hipóxia aguda não altera a expressão de Fos em neurônios do grupamento  
      serotoninérgico na rafe pálido/região parapiramidal 
 

 A inibição da termogênese pela hipóxia é um mecanismo importante do padrão 

coordenado de respostas termorregulatórias para restringir o consumo de oxigênio 

durante a diminuição da perfusão de O2 nas células (MADDEN; MORRISON, 2005). A 

região da rafe pálido (RPa) possui neurônios pré-motores simpáticos que se projetam 

para a medula espinhal, ativando o tecido adiposo marrom (BAT), o qual é 

imprescindível para controle de temperatura corporal (MORRISON et al., 2012). 

 Atualmente está bem descrito na literatura a participação do grupamento C1 em 

promover uma regulação inibitória da saída simpática para o tecido adiposo marrom, ou 

seja, evidências sugerem que catecolaminas liberadas pelo grupamento C1 podem 

promover inibição dos neurônios pré-simpáticos que regulam o BAT, via receptores α2, 

nos neurônios da RPa para promover inibição da atividade simpática e termogênese 

(MADDEN et al., 2013). 

 Em 2005, Madden e Morrison mostraram que a estimulação dos 

quimiorreceptores periféricos pela administração sistêmica de cianeto de sódio (NaCN) 

ou por disponibilização de uma mistura hipóxica de 8% O2 balanceado com N2, inibiu 

completamente a atividade simpática para o BAT, além disso, essa resposta foi abolida 
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pela transecção bilateral dos corpúsculos carotídeos ou pela inibição com glicina ou 

muscimol dos neurônios do NTS, região onde chegam as aferências dos 

quimiorreceptores periféricos (FINLEY; KATZ, 1992; MADDEN; MORRISON, 2005). 

Esses resultados demonstram que uma situação de hipóxia aguda promove um efeito 

inibitório significativo na atividade simpática e termogênese para o tecido adiposo 

marrom e que esse mecanismo parece envolver a ativação do quimiorreflexo periférico. 

 Posteriormente, estudos do nosso laboratório (TAKAKURA; MOREIRA, 2013), 

determinaram as respostas eletrofisiológicas de neurônios serotonérgicos da rafe 

bulbar, mais especificamente da região parapiramidal (ppy) durante a ativação do 

quimiorreflexo periférico. Os resultados mostraram que hipóxia (8% O2 balanceado com 

N2) promoveu inibição dos neurônios serotoninérgicos da rafe. Esses neurônios também 

foram inibidos durante hipercapnia (9-10% CO2), porém, essa resposta não se repetiu 

quando o estímulo de hipercapnia foi realizado em animais quimiodesnervados, 

situação em que os neurônios da rafe foram insensíveis ao estímulo por CO2. Logo, 

podemos sugerir que a inibição desses neurônios é provavelmente mediada por 

quimiorreceptores periféricos (TAKAKURA; MOREIRA, 2013).  

 Nossos resultados mostram que o protocolo de 3 horas de hipóxia não promove 

expressão de Fos na RPa/ppy, provavelmente pelo fato da inibição dos neurônios 

serotoninérgicos da rafe ser originada por uma via inibitória dos neurônios C1, mediante 

ativação dos receptores adrenérgicos α2 (GUYENET et al., 2013; MADDEN et al., 

2013).  

 

6.4 Hipóxia aguda aumenta a expressão RNAm de mediadores do processo  
 inflamatório no BVLr e PVH 

 

 Importantes estudos têm sido realizados na tentativa de compreender como 

ocorrem interações entre o SNC e o sistema imune (STERNBERG, 2006; TRACEY, 

2009), mas, ainda pouco se sabe sobre essas interações no controle cardiorrespiratório. 

A hipóxia é caracterizada pela diminuição da tensão de O2, que pode ocorrer em 

diferentes situações fisiopatológicas, promovendo a ativação do quimiorreflexo 

periférico e gerando uma série de mecanismos neurais na tentativa de restabelecer a 

homeostase cardiorrespiratória (COSTA et al., 2014; MACHADO, 2001).  
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 Nossos resultados mostram que a hipóxia além de recrutar diversos mecanismos 

neurais, também é capaz de promover um aumento na expressão de diferentes 

citocinas e fatores inflamatórios no BVLr e o PVH, áreas do SNC já caracterizadas 

como envolvidas em situações emergenciais (GUYENET et al., 2013) e, além disso, 

áreas possivelmente envolvidas com mecanismos que mobilizam a atividade do eixo 

HPA (SERRATS et al., 2010). A base dessa evidência vem de resultados que mostram 

que desafios sistêmicos como injeção intraperitoneal de IL-1β ou LPS foram descritos 

como desencadeadores da atividade de macrófagos perivasculares e células 

endoteliais que resultam na produção e liberação de prostaglandinas que agem de 

maneira parácrina na circuitaria que controla o eixo HPA. Mais que isso, nesse estudo 

ambos os desafios imunes promoveram aumento na expressão de Fos em neurônios 

catecolaminérgicos do BVLr, bem como na divisão parvocelular medial do PVH, 

sugerindo que a projeção BVLr-PVH seja fundamental no controle de mecanismos 

neuroendócrinos sob essas condições (SCHILTZ; SAWCHENKO, 2007; SERRATS et 

al., 2010). 

 A exposição de mamíferos a uma situação de hipóxia pode comprometer o 

eficiente sistema de fosforilação oxidativa, que transfere a energia química armazenada 

em ligações de carbono de moléculas orgânicas para ligações de fosfato de alta energia 

no ATP, que por sua vez é utilizado para sustentar reações físico-químicas nas células 

(SEMENZA, 2012). 

 Devido às células dependerem de uma adequada perfusão de O2 para a 

manutenção de suas funções vitais, o organismo desenvolveu a capacidade de 

responder em nível celular a redução do O2 por meio da indução de respostas 

transcricionais, para que haja um aumento no fornecimento de O2 e também induzir 

uma adaptação metabólica a fim de superar os danos que a hipóxia poderá 

desencadear (PASCUAL et al., 2001; TAYLOR; CUMMINS, 2009).  

 O fator de transcrição da hipóxia induzida-1 (HIF-1) é responsável por respostas 

transcricionais em situações de hipóxia. A subunidade alfa do HIF-1 é rapidamente 

degradada sob condição de normóxia e é estabilizada quando prolyl hydroxylases 

(PHDs) dependentes de O2 deixam de agir (RIUS et al., 2008; SEMENZA, 2012). A 

estabilização do HIF-1 é responsável pela transcrição de uma série de genes que 
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participam de respostas adaptativas que vão desde ajustes metabólicos a 

hematológicos requeridos pela queda na perfusão tecidual de O2, como genes 

envolvidos na angiogênese, transporte de glicose e fatores hematopoiéticos com o 

propósito de aumentar a perfusão de O2 para o tecidos e promover adaptação 

metabólica (PASCUAL et al., 2001; SEMENZA, 2012; TAYLOR; CUMMINS, 2009). 

 Além do HIF outros fatores de transcrição podem estar envolvidos nas repostas 

transcricionais ocasionadas pela hipóxia, dentre eles o fator nuclear k-B (NF-kB) cujo 

destaque torna-se indispensável diante dos resultados sobre expressão gênica obtidos 

nesse trabalho (CUMMINS; TAYLOR, 2005).  

 NF-kB é composto por um grupo de proteínas envolvidas em diferentes funções, 

dentre elas a regulação de genes relacionados à imunidade inata e inflamação como, 

por exemplo, TNF e IL-1β (ZHANG et al., 2013). A sensibilidade do NF-kB a hipóxia já 

foi demonstrada em estudos in vitro onde diferentes células são capazes de responder 

a hipóxia ativando vias de sinalização dependentes de NF-kB  por meio da ativação do 

complexo IKK (CULVER et al., 2010). Ademais, estudos mais recentes mostram que as 

mesmas hidroxilases que conferem sensibilidade a hipóxia para o HIF-1, têm sido 

referidas como sendo responsáveis pela sensibilidade do NF-kB, o que indica um 

“crosstalk” entre as duas vias de sinalização durante a hipóxia e nos possibilita sugerir 

que o aumento dos níveis de interleucinas inflamatórias, demonstrados em nossos 

resultados como IL-1β e TNF, possam ser resultado da ação desses dois importantes 

fatores de transcrição (SCHOLZ et al., 2013).  

 O aumento nos níveis de IL-6, IL-β e TNF observados após o protocolo de 

hipóxia também estão de acordo com dados já publicados da literatura que mostram 

que um protocolo de hipóxia crônica intermitente (HCI) é capaz de promover um 

aumento na expressão dessas citocinas (SMITH et al., 2013). Assim como a molécula 

co-estimulatória CD86, essas citocinas parecem estar mais expressas em resposta à 

ativação da microglia, pois resultados de Smith e colaboradores mostram que ratos 

expostos a alternância de 2 episódios de hipóxia (10% O2 inspirado) ou normóxia (21% 

O2 inspirado) durante 8 h/dia por 14 dias, expressam uma maior quantidade dessas 

citocinas especificamente em células CD11b+, quando comparado com a expressão 
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gênica em homogenato de tecido, o qual era composto por outros tipos celulares 

(SMITH et al., 2013).  

 Diante disso, além de mostrarmos a relação entre uma situação de hipóxia e o 

aumento na expressão de mediadores do processo inflamatório, também avaliamos se 

a microglia poderia mediar essas respostas ocasionadas pela hipóxia. Uma situação de 

baixa perfusão de O2 nas células pode ser atribuída a eventos prejudiciais como 

excitotoxidade, estresse oxidativo e lesão vascular, o que promove alterações no 

microambiente cerebral e consequentemente no comportamento da microglia 

(FUMAGALLI et al., 2015). 

 O protocolo de hipóxia aguda realizado neste trabalho promoveu aumento na 

expressão de IL-6 especificamente no BVLr e PVH, e após o tratamento com 

minociclina, foi observado que a inibição da atividade da microglia exacerbou a 

expressão de IL-6 em ambos BVLr e PVH assim como no córtex, região escolhida como 

controle.  

 A IL-6 pode ser secretada por diferentes células no SNC, como microglia, 

astrócitos, células endoteliais, monócitos infiltrantes e células T. De maneira 

interessante, a microglia não somente secreta IL-6, mas também expressa o receptor 

IL-6R, o que sugere uma alça de feedback positivo (PERON et al., 2012). A partir 

dessas informações e características, de acordo com nossos resultados, possivelmente 

em uma situação de hipóxia a microglia exerça uma atividade de supressão da 

liberação de IL-6 por outras células do sistema nervoso central, ao passo que quando 

inibida pela minociclina a expressão de IL-6 duplica e ocorre de maneira não específica 

no encéfalo. 

 Em 1996, Hori e colaboradores mostraram que astrócitos submetidos à hipóxia 

expressam uma grande quantidade de IL-6 e que essa interleucina parece promover 

neuroproteção durante situações de isquemia, dessa maneira nossa hipótese é que 

possivelmente essas células junto à microglia podem ser as responsáveis pelos níveis 

de IL-6 em condições de hipóxia (HORI et al., 1996). 

 Astrócitos e microglia estão diretamente envolvidas com neuroinflamação após 

estímulos aversivos e lesões (KARVE et al., 2016). Essas células são capazes alterar 

sua morfologia, secretar citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, com isso, 
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influenciam o microambiente e determinam a extensão do dano e o consequente reparo 

tecidual (KARVE et al., 2016). Os astrócitos são células críticas na manutenção da 

homeostase do SNC, com papel importante no auxílio da função neuronal, 

neurotransmissão e sinalização via Ca2+ (CHEN; SWANSON, 2003).   

 Nossos resultados também mostram que o tratamento com minociclina diminui a 

expressão de RNAm para IL-1β no BVLr após a hipóxia. Além de IL-6, a microglia 

também é capaz de sintetizar o precursor da IL-1β e evidências sugerem que estas 

células possuem toda a maquinaria derivada de inflamassoma (CHAKRABORTY et al., 

2010). A IL-1β exerce seus efeitos em células alvo quando interage com seu receptor, 

ativando a via de sinalização por toll like receptors (TLRs) por meio do myeloid 

differentiation primary response 88 (MyD88), o que promoveria a ativação do fator de 

transcrição pro-inflamatório chamado de fator nuclear kappa B (NF-κB). A ativação 

dessa cascata promove a produção de diferentes citocinas, como por exemplo, fator de 

necrose tumoral (TNF), que foi significativamente reduzido após o tratamento com 

minociclina, dentre outras (AKIRA et al., 2001; CHAKRABORTY et al., 2010; 

GUADAGNO et al., 2015; PERON et al., 2012; SIMS; SMITH, 2010). Ademais, IL-1β 

quando ativada, além de induzir rápida inflamação local estimulando a síntese de outras 

citocinas, também estimula a expressão de moléculas co-estimulatórias, dentre elas 

CD-86 que é expresso em microglia com fenótipo M1 (BUTOVSKY et al., 2014; CHEN; 

FLIES, 2013; PERON et al., 2012), e como mostrado em nossos resultados, foi mais 

expresso no PVH após uma situação de hipóxia e não teve expressão alterada após o 

tratamento com minociclina. 

 Outro fator importante a ser mencionado é o fato de a hipóxia aumentar a 

expressão de MMP9. As MMPs são proteinases capazes de romper a lâmina basal de 

vasos cerebrais e aumentar a permeabilidade vascular (LEE et al., 2007). São 

conhecidas por estarem ativadas durante a inflamação, e ambas MMP9 e MMP2, estão 

diretamente relacionadas com a abertura da BHE em diferentes condições 

fisiopatológicas como, resposta neuroinflamatória a isquemia, esclerose múltipla, 

infecções dentre outras (CUNNINGHAM et al., 2005).  

 As tight junctions (TJ) são compostas da combinação de proteínas 

transmembrana que são fundamentais para a manutenção e homeostasia da BHE, 
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como as proteínas claudina e ocludina. A MMP-9 pode interagir diretamente com 

proteínas TJ da BHE degradando-as, e de acordo com Bauer e colaboradores, a 

hipóxia além de aumentar MMP9 promove hiperpermeabilidade na BHE por reduzir a 

expressão de ocludina (BAUER et al., 2010). 

 Nossos resultados mostram que a hipóxia promoveu um aumento na expressão 

de MMP9 no BVLr e PVH, mas não de MMP2, resultados que estão de acordo com a 

literatura, pois, camundongos submetidos à hipóxia 8% O2 por 48 horas, mimetizando 

elevadas altitudes, possuem um aumento da permeabilidade na microcirculação 

cerebral e também um aumento na expressão de MMP9 que não é acompanhado pelo 

aumento de MMP2, o que sugere que em ambos os protocolos de hipóxia a MMP9 é 

preferencialmente expressa (BAUER et al., 2010).  

 Devido a MMP9 poder ser sintetizada pela microglia também decidimos avaliar 

se o tratamento com minociclina poderia modificar sua expressão após a hipóxia 

(KONNECKE; BECHMANN, 2013). A expressão de MMP9 pode ocorrer de maneira 

constitutiva em células da microglia e pode aumentar na presença de citocinas 

inflamatórias como IL-1β e TNFα, como demonstrado. Após hipóxia, o tratamento com 

minociclina foi eficaz em atenuar a expressão dessas citocinas no BVLr, o que também 

pode ter influenciado a diminuição significativa de MMP9 neste núcleo (GOTTSCHALL; 

DEB, 1996).  

 Como já sabemos que alterações na BHE em meio à inflamação podem 

acarretar infiltração de células do sistema imune no SNC, devido o aumento na 

expressão de MMP9 constatado em nossos experimentos, avaliamos também a 

expressão de CD3, um marcador de células T, que não foi expresso em nenhuma das 

regiões encefálicas avaliadas nesse estudo após uma situação de hipóxia (dados não 

mostrados).  

 

6.5 Hipóxia aguda é capaz de modificar a expressão RNAm para citocinas pró- 
      inflamatórias em órgãos periféricos 
 

A hipóxia foi capaz de promover aumento dos níveis de citocinas pró-

inflamatórias em todos os órgãos avaliados, mostrando que este estímulo foi capaz de 
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promover inflamação não somente em núcleos encefálicos, mas também em 

importantes órgãos periféricos.  

 Durante diferentes situações que podem levar a perda da homeostase dos 

órgãos, células do sistema imune desencadeiam uma série de respostas a fim de limitar 

o dano tecidual. A resposta inata é pouco específica, porém, muito rápida e por isso, 

constitui a primeira linha de defesa do organismo contra estímulos nocivos. Esta 

resposta imune e inflamatória envolve diferentes agentes efetores como neutrófilos, 

macrófagos, células Natural Killer (NK) e células dendríticas, também atuam o sistema 

complemento, citocinas, quimiocinas e proteínas da fase aguda (IWASAKI; 

MEDZHITOV, 2015).  

 Nos tecidos periféricos, há maior aderência leucocitária ao endotélio vascular, os 

monócitos rapidamente se diferenciam em macrófagos, os linfócitos ficam ativados, os 

neutrófilos geram radicais livres derivados de oxigênio, há um aumento nos níveis de 

prostaglandinas e proteínas da fase aguda, ocorre proliferação de células 

hematopoiéticas, dentre outros acontecimentos (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015). 

 As células dependem de níveis estáveis de O2 para manter suas funções 

fisiológicas e, em situações de hipóxia, desenvolveram a capacidade de responder 

promovendo a transcrição de genes no intuito de aumentar o fornecimento de O2 e 

induzir uma adaptação metabólica com o objetivo de superar essa condição (TAYLOR; 

CUMMINS, 2009). Nossos resultados estão de acordo com essas informações e 

mostram um aumento na expressão gênica de IL-6 e IL-1β em órgãos importantes para 

funcionamento do organismo.   

 Além disso, nossos dados em conjunto com outros estudos mostram que a 

hipóxia aumenta a expressão de IL-6 no pulmão. Dados da literatura mostram também 

que camundongos expostos á 6% O2 expressam IL-6 quando comparado a 

camundongos em normóxia (YAN et al., 1997; YAN et al., 1995). A expressão de IL-6 

no pulmão pode ser atribuída a funções anti-inflamatórias, Yan e colaboradores (1995) 

mostraram neste mesmo trabalho com camundongos, que o aumento dos níveis de IL-6 

no pulmão em uma situação de hipóxia pode estar relacionado com a supressão da 

produção de IL-1β e TNF por macrófagos ativados, o que pode ser um mecanismo que 

também justificariam os nossos resultados que mostram que, paralelo ao aumento de 



97 
 

IL-6 no pulmão, não há aumento nos níveis de IL-1β e TNF (YAN et al., 1997; YAN et 

al., 1995). 

 A diminuição dos níveis de O2 também promoveu um aumento de IL-1β e IL-6 no 

coração. O aumento de IL-1β pode alterar a função contrátil do miocárdio 

(POMERANTZ et al., 2001; VAN TASSELL et al., 2013), provavelmente por aumentar a 

síntese de óxido nítrico e alterar os níveis de cálcio intracelular (SCHULZ et al., 1995). 

Os trabalhos que relacionam o aumento de IL-6 com alterações cardiovasculares 

ilustram que o aumento dessa citocina (expressa em cardiomiócitos e fibroblastos 

cardíacos) pode causar hipertrofia de miócitos e disfunção do miocárdio (FREDJ et al., 

2005). Esta citocina possui efeitos pleiotrópicos estimulando a diferenciação de células 

B, células T, macrófagos e células NK. No fígado, estimulam a síntese de proteínas de 

fase aguda como a proteína C reativa (PCR) (HUANG et al., 2015). A PCR é sintetizada 

pelo fígado, principalmente sob estímulo de IL-6, e constitui um importante marcador de 

futuro risco cardiovascular, por promover efeitos inflamatórios diretos no coração 

participando do início e progressão de lesões ateroscleróticas e até ao desenvolvimento 

de síndromes isquêmicas agudas (LI; FANG, 2004). O aumento de IL-6 no fígado pela 

hipóxia possivelmente levará a síntese de PCR, como demonstrado em um estudo que 

mostra que em elevadas altitudes a condição de hipóxia promove aumento dos níveis 

plasmáticos desta proteína (HARTMANN et al., 2000). 

 Além de promover o aumento de IL-6 no pulmão, coração e fígado, a hipóxia 

também foi capaz de promover aumento desta citocina no rim. Assim como nos outros 

órgãos avaliados, ainda não há evidências dos efeitos diretos dessa citocina nos rins 

em uma situação de hipóxia experimental. A maior parte das informações a respeito são 

provenientes de estudos nos quais a diminuição de O2 ocorre por isquemia e reperfusão 

(CAMPANHOLLE et al., 2012). Jang e colaboradores mostram que após isquemia há 

um rápido influxo de células do sistema imune nos rins devido alterações endoteliais. 

Além disso, pode haver adesão de moléculas no endotélio renal e a ativação de 

receptores toll like no epitélio tubular contribuindo com uma cascata de respostas 

inflamatórias (JANG et al., 2009). 
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 Os nossos resultados mostram o quanto a hipóxia, mesmo durante um curto 

período de tempo, constitui um estímulo implacável em desencadear diferentes 

respostas que podem integrar vários órgãos.   

 

6.6 Minociclina é capaz promover mudanças na expressão de Fos no BVLr e PVH  
      e nas respostas autônomas cardiovasculares e respiratórias promovidas pela           
hipóxia 
 
 Um dos primeiros experimentos realizados nesse trabalho tiveram como objetivo 

caracterizar o protocolo de hipóxia utilizado em relação à expressão de Fos e TH nos 

neurônios do BVLr. A partir dos resultados que mostraram que o protocolo de hipóxia foi 

capaz de promover um aumento dos níveis de mediadores inflamatórios no BVLr e PVH 

e que a microglia poderia estar envolvida na regulação da expressão desses 

mediadores, decidimos avaliar se a inibição da atividade da microglia por meio do 

tratamento com minociclina poderia modificar o número de neurônios 

catecolaminérgicos que expressam Fos no BVLr e o número de neurônios que 

expressam Fos no PVH. 

 Os efeitos neurais da minociclina ocorrem devido sua capacidade de atravessar 

a barreira hematoencefálica e, atuando no parênquima encefálico, ter ação anti-

inflamatória por inibir a atividade da microglia  (GARRIDO-MESA et al., 2013; KAPOOR 

et al., 2015; SANTISTEBAN et al., 2015). Nossos resultados estão de acordo com essa 

informação e mostram que a minociclina foi capaz de adentrar ao parênquima 

encefálico e atenuar a expressão de Fos tanto nos neurônios catecolaminérgicos do 

BVLr quanto nos neurônios do PVH, o que nos permite sugerir que durante a hipóxia, a 

microglia possa exercer funções relacionadas a regulação da atividade neuronal, 

embora os mecanismos pelos quais ocorrem essa regulação ainda necessitam ser 

determinados. 

 Como dito anteriormente, a real interação entre a microglia e os neurônios ainda 

é pouco compreendida. Existem trabalhos na literatura que mostram que a microglia é 

capaz de sintetizar neurotransmissores e também expressar receptores para diferentes 

neurotransmissores (GERTIG; HANISCH, 2014; KETTENMANN et al., 2011; POCOCK; 

KETTENMANN, 2007) e que, além disso, a presença da microglia pode modular a 
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sinalização de neurotransmissores em neurônios (HAYASHI et al., 2006; MORIGUCHI 

et al., 2003). 

 Pascual e colaboradores mostraram em 2011 que em slices a ativação da 

microglia com LPS pode rapidamente aumentar a frequência de correntes pós-

sinápticas excitatórias espontâneas, mostrando que essas células quando ativadas são 

capazes de influenciar uma neurotransmissão excitatória. Ademais, neste mesmo 

trabalho, os autores permitem discutir que, quando em atividade, a microglia 

rapidamente libera ATP, recrutando astrócitos que por sua vez amplificam a liberação 

de ATP e também liberam glutamato o qual atuaria em receptores metabotrópicos para 

desencadear seus efeitos  (PASCUAL et al., 2012). 

 Ambos PVH e BVLr compõem regiões encefálicas com grande influência sobre o 

controle da atividade simpática e também respiratória em respostas a hipóxia. A partir 

das alterações observadas em relação à atividade neuronal por meio da expressão de 

Fos, surgiu a possibilidade das respostas clássicas à hipóxia também estarem 

alteradas. Abboud e colaboradores em uma revisão publicada em 2012 ressaltaram que 

citocinas liberadas no SNC podem agir em núcleos específicos do hipotálamo e tronco 

encefálico e induzir aumento na atividade do sistema nervoso autônomo (ABBOUD et 

al., 2012).  

 A avaliação da variabilidade, utilizando análise espectral, permite a identificação 

de sequências de valores sucessivos de pressão arterial sistólica (SAP) ou intervalo de 

pulso (PI). As oscilações rítmicas presentes em várias frequências refletem a 

modulação simpática ou parassimpática sobre o sistema cardiovascular, que foram 

analisadas em condições de hipóxia em animais controle e tratados com minociclina 

(AKSELROD et al., 1981).  

 Em nosso estudo, durante os períodos avaliados ao longo de 3 horas de hipóxia, 

o tratamento com minociclina não promoveu alterações na variabilidade da SAP quando 

comparados com grupo controle. Em relação ao PI foi observado um aumento na 

variabilidade que pode ser justificado por um aumento da modulação simpática e 

parassimpática para o coração. Essas alterações foram bloqueadas em animais 

tratados com minociclina. Esses resultados confirmam o padrão de resposta 

cardiovascular exercido pelo sistema nervoso autônomo em relação à ativação do 
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quimiorreflexo periférico já bem estabelecido na literatura, descrito por um aumento na 

atividade simpática e parassimpática para o coração que não ocorreu nos animais em 

que a atividade da microglia foi inibida pelo tratamento com minociclina, mostrando a 

importância da atividade dessas células para as respostas cardiovasculares 

relacionadas à hipóxia.   

 Aos 60 minutos após o início da hipóxia, também foi observado um aumento da 

variabilidade nos animais tratados com minociclina, que pode ser justificado por um 

aumento na modulação simpática para o coração, que não é acompanhada pelos 

animais controle. 

 Não há relatos na literatura que mostrem os efeitos da minociclina sob 

parâmetros cardiovasculares de animais submetidos à hipóxia. Recentemente foi 

demonstrado que o tratamento com minociclina foi capaz de alterar os componentes 

simpático e parassimpático de ratos SHR e também animais submetidos à infusão 

crônica de angiotensina II (SANTISTEBAN et al., 2015). Em ambos os modelos, a 

inibição da atividade da microglia foi capaz de restaurar o balanço autônomo dos 

animais e produzir efeitos anti-hipertensivos por atenuar a inflamação (SANTISTEBAN 

et al., 2015). 

 O aumento na expressão de diferentes citocinas em núcleos centrais 

relacionados com o controle do sistema nervoso autônomo, após a hipóxia, apenas 

sugere que esses mediadores podem estar envolvidos com mecanismos responsáveis 

por respostas autônomas à hipoxia. No entanto, ainda não existem resultados na 

literatura que mostram diretamente qual a influência dos mediadores inflamatórios nas 

respostas do sistema nervoso autônomo á hipóxia.  

 Em relação à respiração, observamos que minociclina atenuou a resposta 

ventilatória após 10 minutos de hipóxia, por promover uma queda no volume corrente. 

Nossos resultados estão de acordo com a literatura atual que sugere que a inibição da 

microglia ou sua ativação pode modular a geração de ritmo respiratório e assim alterar 

a resposta respiratória ao quimiorreflexo (LOREA-HERNANDEZ et al., 2015). Os 

mecanismos pelos quais a inibição da microglia poderia alterar essas respostas ainda 

são desconhecidos, mas provavelmente os mediadores liberados pela microglia ativa 

estejam envolvidos com tais mecanismos (LOREA-HERNANDEZ et al., 2015).  
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 Alguns estudos mostram que a IL-1β pode alterar a respiração, mas pouco se 

tem descrito sobre os mecanismos que desencadeiam essas repostas. Olsson e 

colaboradores mostraram em 2003 que ratos neonatos que receberam injeções 

intraperitoneais de IL-1β apresentaram uma queda significante da frequência 

respiratória durante a normóxia quando comparados com o grupo controle. Essa queda 

foi correlacionada com uma maior duração e frequência de episódios de "gasping". 

Além disso, quando os animais tratados com IL-1β foram desafiados em uma situação 

de anóxia, apresentaram um pior restabelecimento dos parâmetros respiratórios, sendo 

esses efeitos atenuados pelo pré-tratamento com indometacina, um inibidor da síntese 

de prostaglandinas (OLSSON et al., 2003). Os resultados deste estudo mostram que a 

IL-1β pode deprimir a respiração, bem como a capacidade de sobrevivência a um 

desafio anóxico. O mecanismo proposto para tais respostas indica que o aumento dos 

níveis de prostaglandinas desencadeado pela injeção de IL-1β e de ciclooxigenase-2 

(COX-2) pela hipóxia poderia influenciar neurônios no tronco encefálico que controlam a 

respiração, deprimindo a respiração e alterando as respostas de defesa a hipóxia 

(OLSSON et al., 2003; SILJEHAV et al., 2014). Recentemente, o papel da 

prostaglandina PGE2 foi amplamente analisado pelo grupo do Prof. Jan-Marino 

Ramirez, que demonstrou que o produto da COX-2 estimula diferencialmente a 

atividade respiratória gerada pelo complexo preBötzinger (KOCH et al., 2015).  

 O corpúsculo carotídeo também pode ser alvo da ação da inflamação. A hipóxia 

crônica intermitente pode recrutar macrófagos para o corpúsculo carotídeo e aumentar 

a expressão de genes para MCP-1 (proteína quimiotáxica para macrófagos), IL-6, IL-1β, 

e TNF locais (LIU et al., 2009). Esses fatores inflamatórios já foram caracterizados 

como moduladores excitatórios da quimiorrecepção no corpúsculo carotídeo, além de 

também estarem envolvidos com o desenvolvimento da hipertensão causada pela HCI 

(GOZAL; KHEIRANDISH-GOZAL, 2008).  
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7 CONCLUSÃO  

 

O conjunto dos resultados apresentados no presente trabalho mostram que uma 

situação de hipóxia aguda é capaz de promover um aumento na expressão de Fos em 

neurônios catecolaminérgicos do BVLr que se projetam para o PVH, além de modificar 

a expressão gênica de mediadores inflamatórios diferencialmente em ambos os núcleos 

encefálicos estudados e também em importantes órgãos periféricos. Além disso, o 

tratamento com minociclina foi capaz de alterar a expressão gênica, a atividade 

neuronal e as respostas respiratórias e autônomas a hipóxia.  

 O protocolo experimental de hipóxia utilizado neste estudo é capaz de recrutar 

vias neurais específicas em dois núcleos conhecidos por estarem envolvidos com 

situações emergenciais. A diminuição da expressão de Fos no PVH ipsilateral a injeção 

de DβH, demonstra a importância da integridade de neurônios catecolaminérgicos do 

BVLr em uma situação de hipóxia, reforçando a hipótese de que o grupamento C1 

constitui uma região de integração de informações oriundas dos quimiorreceptores 

periféricos além de ser capaz de sinalizar a importantes regiões encefálicas afim de 

desencadear uma série de mecanismos neurais na tentativa de restabelecer a demanda 

de O2 para as células.  

 Podemos sugerir ainda que a hipóxia constitui um desafio sistêmico a 

homeostase corporal, visto o fato de poder alavancar um aumento na expressão de 

RNAm para diferentes mediadores do processo inflamatório central e perifericamente, e 

assim, envolver  inflamação e suas respostas. 
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