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RESUMO

SILVA, T. M. Integracdo entre o bulbo ventrolateral rostral e o nucleo
paraventricular do hipotalamo durante a ativacdo dos quimiorreceptores arteriais:
possivel envolvimento dos mecanismos catecolaminérgicos. 2016. 122 f. Tese
(Doutorado em Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2016.

Em resposta a uma reducédo na presséo parcial de O, (PaO;), os quimiorreceptores
periféricos detectam essas alteracbes e enviam informacbes caracteristicas para o
sistema nervoso central (SNC) a fim de promover toda uma mobilizacdo encefélica na
tentativa de corrigir a alteracdo na homeostasia. Estudos neuroanatdmicos mostram
que os neurdnios C1 enviam projecdes para nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVH), mas, pouco descrevem a participacdo desta via em uma situacdo de hipodxia.
Ademais, o potencial envolvimento de mecanismos neuroimunes no controle neural
cardiorrespiratério durante a hipdxia ndo esta esclarecido. Neste estudo mostramos por
meio de métodos de rastreamento neural que neurdnios catecolaminérgicos do BVLr/C1
ativados por hipoxia se projetam para o PVH. Mostramos também que a integridade dos
neurdnios catecolaminérgicos do BVLr sdo essenciais para que neurbnios do PVH
sejam ativados por hipoxia. Além disso, o tratamento com minociclina alterou a
expressdo de mediadores inflamatérios no BVLr e PVH, a expressdo de Fos e as
repostas respiratoria e autbnoma desencadeadas pela hipoxia. Estes resultados
conferem uma importante caracterizagdo sobre a distribuicdo dos neurdnios
catecolaminérgicos do BVLI/C1 que sao ativados por hipdxia e se projetam para o PVH.
Além de mostrar que a hip6xia pode desencadear mecanismos neuroimunes que
possivelmente envolvem a participacdo da microglia e também recrutam a via neural
C1- PVH.

Palavras-chave: Hipoxia. Vias autbnomas centrais. Inflamacéo. Neurénios C1. Nucleo
paraventricular do hipotalamo.



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 Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

In response to a reduction in the O, partial pressure (PaO.), 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 INTRODUCAO

1.1 Ativacao dos quimiorreceptores periféricos frente a uma situacao de hipoxia

O oxigénio (O,) € uma molécula essencial para a manutencdo do funcionamento
celular e para isso exige um controle bastante refinado dos niveis de sua pressao
parcial no sangue arterial (Paoy) (PENA; RAMIREZ, 2005).

Um conjunto de células neuroepiteliais derivadas da crista neural localizadas
principalmente nos corpusculos carotideos (quimiorreceptores carotideos) (BISCOE;
DUCHEN, 1990a) apresentam a peculiaridade de despolarizar em condi¢c6es de hipdxia
(LAHIRI et al., 2006).

Os corpusculos carotideos estdo localizados principalmente na bifurcacdo da
artéria carétida comum. A artéria que se ramifica da bifurcacdo das carétidas comum,
denominada artéria do corpusculo carotideo, irriga os quimiorreceptores e confere a
essas células quimiossensiveis o maior fluxo de sangue por peso de tecido de todos os
orgaos do corpo (BARNETT et al., 1988). Perante esta intensa perfusdo sanguinea, 0s
quimiorreceptores periféricos além de detectarem queda na Pap,;, também séo
sensiveis a condi¢cdes de alteracdo na pressao parcial de gas carbdnico (Paco,) €
queda no pH sanguineo (BISCOE; DUCHEN, 1990a).

Os corpusculos carotideos sdo compostos por dois tipos celulares: as células
glomus do tipo I, que possuem fendtipo neuronal e as células glomus tipo I, que nao
respondem eletrofisiologicamente a hipdéxia e tem sido caracterizada por
desempenharem um papel modulatorio na quimiotransdugdo (KUMAR; PRABHAKAR,
2012; XU et al., 2003). Evidéncias indicam que as células glomus tipo | sdo o os
sensores de O, e que essas células atuam nas proximidades da terminacdo nervosa
aferente como uma unidade sensorial (KUMAR; PRABHAKAR, 2012). Em condi¢cbes
em que ha uma queda na Pap, em valores abaixo de 60 mmHg, canais de K"
dependentes de O,, localizados na membrana das células quimiossensiveis (glomus
tipo I) se fecham. A diminuicdo do efluxo de K* durante a hipdxia altera o potencial de
membrana da célula resultando na ativacdo de canais de Ca** dependentes de

voltagem o que promove influxo de Ca?* e liberacdo de neurotransmissores como
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dopamina, acetilcolina ou ATP na fenda sinaptica, que por sua vez promove a ativagdo
das terminacdes dos nervos aferentes (BAIRAM et al., 1998; BISCOE; DUCHEN,
1990b; JIANG; EYZAGUIRRE, 2004).

A ativacdo de receptores localizados nas terminacfes nervosas aferentes cujos
corpos celulares estéao localizados no ganglio petroso deflagram potenciais de acdo em
direcdo ao sistema nervoso central (SNC), em dire¢cdo ao nucleo do trato solitario
comissural (NTScom), promovendo a ativacdo de reflexos respiratorios e
cardiovasculares com o objetivo de restaurar os niveis de O, em valores fisiolégicos. O
recrutamento de todo esse mecanismo é chamado de quimiorreflexo periférico, o qual
consiste um dos principais elementos mantenedores da homeostase cardiorrespiratoria
(GUYENET, 2000; 2014; MACHADO, 2001).

Os ajustes promovidos pela ativacao desse reflexo se caracterizam por aumento
da atividade simpética, da pressédo arterial e da atividade respiratéria (BARROS et al.,
2002; BRAGA et al., 2007; MOREIRA et al., 2006). Alteracbes cardiorrespiratérias sdo
mobilizadas de forma sincronizada com o objetivo de melhorar os processos de troca
gasosa pulmonar e do débito cardiaco, melhorando a eficiéncia da captacédo de O, e da
perfuséo tecidual (BARROS et al., 2002).

1.2 Mecanismos neurais de controle cardiorrespiratério

Como ja descrito nos paragrafos acima, 0s quimiorreceptores periféricos estao
envolvidos na manutengdo da homeostasia em resposta a uma situagéo de hipoxia. Em
uma situacado de reducdo da Papy, 0S quimiorreceptores periféricos detectam essas
alteracdes e enviam informacdes caracteristicas para o SNC com o objetivo de
promover toda uma mobilizacdo encefalica, recrutando vias autbnomas e assim,
desencadeando respostas cardiovasculares e respiratorias a ativagéo do quimiorreflexo.

As respostas de ativacdo dos quimiorreceptores periféricos sédo relativamente
rapidas com uma laténcia de aproximadamente 0,2-0,3s (KUMAR; PRABHAKAR,
2012). A primeira sinapse ou o sitio de terminacdo das fibras aferentes viscerais no
SNC ocorre na regido do NTScom (PATON et al., 2001; VARDHAN et al., 1993). A

partir do NTScom, as informacdes provenientes dos receptores periféricos podem ser
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distribuidas para diversas areas do SNC, dentre as quais se destacam as areas
bulbares responsaveis pelo controle respiratério, bem como as areas localizadas na
regido ventrolateral do bulbo que controlam o tbnus simpatico para o sistema
cardiovascular (ALHEID et al.,, 2011; KOSHIYA; GUYENET, 1996; KOSHIYA et al.,
1993; MOREIRA et al., 2006).

A estimulacdo da respiracdo desencadeada pela ativacdo dos corpusculos
carotideos € mediada pela comunicagédo entre neurdnios do NTScom com segmentos
do grupamento respiratério ventral, com nudcleo retrotrapezoide (RTN) e estruturas
pontinas como Kaolliker-Fuse (KF) (ALHEID et al.,, 2011; DAMASCENO et al., 2014;
SONG et al., 2011; TAKAKURA et al., 2006a). Por sua vez, o efeito da estimulacdo do
corpusculo carotideo sob o tbnus simpatico é mediado principalmente por projecées
excitatérias oriundas no NTScom para 0s neurdnios pré-motores simpaticos da regiao
rostroventrolateral do bulbo (BVLr), mais especificamente para 0S neurdnios
catecolaminérgicos do grupamento C1 (AICHER et al., 1996).

1.3 Grupamento catecolaminérgico C1

A regido ventrolateral do bulbo (BVL) determina o quadrante ventrolateral da
formacao reticular. O grupamento catecolaminérgico C1 esté localizado juntamente com
outros grupamentos neuronais na porcdo mais rostral do BVL e constitui 72% dos
neurénios bulbares que expressam a enzima que sintetiza adrenalina, denominada
‘phenylethanolamine N-methyl transferase” (PNMT). Os outros grupamentos
adrenérgicos constituem as regides C2 e C3, localizados na porgéo rostromedial do
nacleo do trato solitrio e fasciculo longitudinal medial e nucleo do hipoglosso,
constituindo 13% (C2) e 15% (C3) da populacdo neuronal imunorreativa para PNMT em
ratos (MINSON et al., 1990).

Sabe-se que aproximadamente 1/3 dos neurdnios da regido C1 sé&o neurdnios
pré-motores simpaticos, ou seja, inervam 0s neurdnios pré-ganglionares simpaticos.
Classicamente, a regidao do BVL foi descrita como uma regido pressora, na qual a
injecdo de aminoacidos excitatorios promove aumento na pressao arterial (PA)
(SAPRU, 1996; SCHREIHOFER et al., 2000)), enquanto injecbes de acido gama
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aminobutirico (GABA) promove queda da PA e frequéncia cardiaca (FC) (DAMPNEY;
MOON, 1980; ROSS et al., 1984). Ademais, é importante acrescentar que os neurénios
nao-catecolaminérgicos do BVLr também contribuem com projecdes bulbo espinhais.
Esses neurdnios ainda ndo possuem um marcador fenotipico especifico, mas, sao
conhecidos pela caracteristica de exercerem intensa atividade no controle da PA em
situacOes de repouso (LIPSKI et al., 1996; MADDEN; SVED, 2003; SCHREIHOFER,
GUYENET, 1997; SCHREIHOFER et al., 2000).

Os neurdnios C1 estdo envolvidos com respostas cardiorrespiratérias a hipoxia,
assim como contribuem também com respostas neuroenddcrinas e termorregulatérias a
este estimulo (ABBOTT et al.,, 2013; GUYENET et al.,, 2013; MADDEN et al., 2013;
ROSS et al., 1984; SMITH et al., 1995). Em conformidade com essas informacdes,
diferentes estudos mostram gue esses neurbnios sao vigorosamente ativados em uma
situacdo de hipoxia (ERICKSON; MILLHORN, 1994; HIROOKA et al., 1997), sendo, a
atividade simpatica, induzida por estimulacdo do corpusculo carotideo, deprimida apos
leséo seletiva desses neurbnios (SCHREIHOFER; GUYENET, 2000).

A acdo sinérgica das atividades simpatica e cardiovagal durante a hipdxia
também constitui um mecanismo de associacdo de acles benéficas para a funcéo
cardiaca (KOIZUMI et al., 1982). A ativacdo cardiovagal pode melhorar a eficiéncia e
reduzir o custo metabdlico do bombeamento de sangue durante os periodos de
aumento do tbnus simpatico para o coracdo (KOIZUMI et al., 1983; VIMERCATI et al.,
2012) e os neurdnios C1 podem estar envolvidos com essa resposta, via projecdes
monossinapticas glutamatérgicas para o nucleo motor dorsal do vago (DMV) (DEPUY et
al., 2013).

A contribuicdo dos neurdnios C1 para a ativagdo da respiracdo em condi¢des de
hipéxia ainda ndo esta totalmente determinada. Alguns trabalhos sugerem que essa
modulagdo ocorra por meio de uma conexao direta entre neurdnios C1 e elementos do
centro gerador do ritmo respiratorio, embora conexdes indiretas ndo sejam descartadas,
como mediante a ativacdo dos neurdnios quimiossenssiveis do RTN, dos neurdnios do
complexo parabraquial/Kolliker-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 ha a possibilidade dos neurénios C1 participarem do controle respiratério via
projecdes para o locus coeruleus, hipotdlamo dorsomedial, regido perifornicial do
hipotalamo e substancia cinzenta periaguedutal (ASTON-JONES et al.,, 2001;
BOCHORISHVILI et al., 2014; ELAM et al., 1981; HOLLOWAY et al., 2013).

1.4 Grupamento C1 e o Nucleo Paraventricular do Hipotadlamo

As primeiras descricdes de projecdes axonais dos neurbnios C1 foram feitas por
Hokfelt e colaboradores na década de 70 (HOKFELT et al., 1973). Até o presente
momento, sabe-se que esses neurfnios possuem uma intensa rede neural de
comunicacdes com diversos grupamentos encefalicos, incluindo, como ja descrito
anteriormente, o nucleo motor dorsal do vago (DMV), a coluna intermediolateral, locus
coeruleus, substancia cinzenta periaquedutal, regido perifornicial e também o nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVH) (GUYENET, 2006a; HOKFELT et al., 1973).
Algumas dessas comunicacBes foram descritas como excitatorias, 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 neurbnios C1 também utilizam outros neuropeptideos como moléculas
sinalizadoras, dentre elas o neuropeptideo Y (NPY), a substancia P, hormonio liberador
de tireotrofina, regulador transcricional da cocaina e anfetamina e o polipeptideo
ativador de adenilato ciclase pituitario (PILOWSKY, 2008).

Evidéncias neuroanatdémicas também demonstram que a regido bulbar, onde
estéo localizados os neurénios C1, é organizada topograficamente no que diz respeito a
suas projecdes axonais. Tucker e colaboradores, na década de 80, relataram que
células C1 se projetam para medula espinhal e para o hipotalamo, mas raramente para
ambos (TUCKER et al., 1987). Estudos mais recentes confirmam esta topografia e
mostram que os neurdnios C1 caudais compdem as projecdes suprabulbares, enquanto
gque a regido mais rostral € composta pelos neurdnios pré-motores simpaticos
(AGASSANDIAN et al., 2012; MINSON et al.,, 1994; STORNETTA et al.,, 1999;
STORNETTA et al., 2015). Dentre as regides suprabulbares que recebem aferéncias do

grupamento C1 ha o ndcleo paraventricular do hipotalamo (PVH), sendo a analise da
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integracdo entre essas duas importantes regides encefdlicas um dos objetivos do
presente trabalho.

ProjecOes catecolaminérgicas do tronco encefalico para o PVH parecem
proporcionar a retransmissao de informacfGes sensoriais viscerais com 0 objetivo de
promover a integragdo de mecanismos reguladores, auxiliados pelo sistema nervoso
autbnomo, bem como as respostas neuroenddcrinas (SAWCHENKO; SWANSON,
1983a; SWANSON; SAWCHENKO, 1983).

A inervacao catecolaminérgica na regido do PVH origina-se de seis possiveis
fontes neurais: grupamentos catecolaminérgicos C1, C2, C3, Al, A2 e A6. O
grupamento Al promove a inervacao principalmente de células magnocelulares
vasopressinérgicas, ao passo que os grupamentos A2, A6, C1, C2 e C3, promovem a
inervacao 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 ativacdo dos neurbnios pré-simpaticos na regido do PVH e
gue esses efeitos seriam mediados por uma modulagcédo pré-sinaptica. No entanto, os
mecanismos moleculares de como 0s grupamentos catecolaminérgicos promoveriam a
ativacdo de neuronios hipotalamicos ainda ndo séo claros e necessitam de maiores
estudos (CHEN et al., 2006).

A patrticipacdo do PVH nas vias neurais do quimiorreflexo periférico tem sido foco
de alguns estudos. Resultados mostram desde um aumento significativo na expressao
da proteina Fos no PVH de ratos submetidos a hipoxia moderada (Paop, 11%), quanto a
participacdo do PVH na via simpato-excitatoria do quimiorreflexo (BERQUIN et al.,
2000; CRUZ et al., 2008; OLIVAN et al., 2001; REDDY et al., 2005).

Avaliacdes neuroanatdbmicas indicam que a hipOxia € capaz de ativar células
catecolaminérgicas do NTS e também do grupamento Al que se projetam para o PVH,
0 que sugere que 0 componente simpato-excitatorio e possivelmente respiratério do
quimiorreflexo ndo parece se restringir a comunicacdes somente entre areas bulbares,
e que a modulacdo do PVH sob influencia de neurénios 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 hipoteses é que a hipoxia aguda,

promovendo a ativacdo dos quimiorreceptores arteriais € capaz de recrutar neurdnios

catecolaminérgicos, mais especificamente, neurbnios adrenérgicos do grupamento C1 e

influenciar a atividade de neurdnios do PVH.

1.5 Hipoxia e interag8es neuroimunes

O envolvimento dos neurbnios C1 em situacdes aversivas como hipoxia e
inflamacéo, as quais seriam capazes de estimular a producdo 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 homeostatico com uma
injecdo sistémica de IL-1B pode recrutar neurénios catecolaminérgicos do BVLr que
enviam projecdes ascendentes para modular a atividade de neurénios do PVH, sendo a
integridade dessa via determinante nas respostas de ativacéo hipotalamica frente a este
estimulo (SCHILTZ; SAWCHENKO, 2007).

O conhecimento que um estimulo inflamatério sistémico pode recrutar uma
projecdo especifica do SNC nos levou a relacionar essa informacao a evidencias que
mostram que uma situacdo de baixa perfusdo de O, pode induzir a atividade de fatores
de transcricdo no SNC, capazes de promover aumento na expressdao de RNA
mensageiro de diferentes mediadores inflamatérios (MANALO et al., 2005; OLIVER et
al., 2009; SEMENZA, 2014).

Diante destas e outras evidéncias, nossa segunda hipbtese é que uma hipoxia
aguda poderia promover um aumento na expressao de citocinas e fatores inflamatorios
em nucleos especificos do SNC, como o BVLr e PVH, regibes ja conhecidas por
participarem de respostas a situacbes emergenciais (GUYENET et al.,, 2013).
Acreditamos que neurdnios C1 podem contribuir significativamente para a ativagao dos

neurébnios do PVH frente uma situacdo desafiadora para o organismo e que
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acreditamos, esteja gerando um processo inflamatoério. Essa situacéo seria a reducao
dos niveis de O, (hipoxia).

Atualmente, estudos tém enfatizado a relacédo existente entre o sistema nervoso
central (SNC) e o sistema imune (TRACEY, 2009). A inflamacé&o consiste uma resposta
do sistema imune envolvida no reparo tecidual e também protecdo do organismo. Essa
resposta é caracterizada pela interacdo e mobilizacdo de diferentes tipos celulares e
moléculas de sinalizacdo, produzindo alteracfes locais e sistémicas. Células efetoras
da imunidade inata como macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, possuem como
caracteristica promover a fagocitose, liberacdo de mediadores inflamatorios como
citocinas e quimiocinas, ativacdo de proteinas do sistema complemento e também
sintese de proteinas de fase aguda, sendo todos esses mecanismos ativados por
estimulos especificos (LYMAN et al., 2014; WYNN et al., 2013).

Como citado anteriormente h& evidéncias de que a resposta de ativacdo do eixo
HPA apds uma injecdo sistémica de IL-13 possa depender de aferéncias
catecolaminérgicas para o hipotalamo (CHULUYAN et al., 1992; WEIDENFELD et al.,
1989), mas, ainda ndo é claro, se uma situacdo de hipoxia pode desencadear um
recrutamento especifico dessas aferéncias e também estimular a expressdo de
mediadores do processo inflamatério.

De acordo com a literatura, tanto os neurdénios catecolaminérgicos do NTS (A2),
guanto do BVL (C1/Al) podem influenciar diretamente o eixo HPA, pois, a lesdo dessas
regides foi capaz de reduzir o numero de células positivas para fator liberador de
corticotrofina (CRF) ativadas e, consequentemente reduzir os niveis plasmaticos de
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) apdés um desafio imune (BULLER et al., 2001).
Buller e colaboradores, neste mesmo trabalho, consideram que a lesdo de neurdnios
C1 seja responsavel pela menor atividade dos neurdnios que expressam CRF sob esta
condicdo, pois a lesdo unilateral do BVL praticamente eliminou os terminais
adrenérgicos do PVH (BULLER et al., 2001).

Assim como durante a ativagdo dos quimiorreceptores periféricos, sob influéncia
de um desafio imune, os mecanismos catecolaminérgicos parecem ser essenciais na
manutencdo da homeostase, e mais que isso, ambas as situacbes desafiadoras

(hipoxia e/ou inflamacéo), parecem compartilhar o recrutamento da via neural C1- PVH.
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Diante de todas as evidéncias descritas acima, a nossa sequnda hipétese esta baseada

no fato de que uma situacdo de hipdxia aguda (3 horas) seria capaz de promover a

liberacdo de fatores pro-inflamatdrios, que por sua vez podem promover a modulacdo

da via encefalica C1-PVH.

A microglia consiste um dos principais subtipos de células imunologicas
associadas com a resposta imune inata e producdo de mediadores do processo
inflamatorio no SNC (ALOISI, 2001). Estas células monitoram ativamente o
microambiente, contribuindo para a homeostase no encéfalo e, em casos de
inflamacé&o, 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 func¢des, trabalhos recentes tém
mostrado que a microglia pode estar envolvida em mecanismos de regulacdo de
diferentes processos neuroldgicos, incluindo regulacdo de morte celular, eliminacéo de
sinapses, vigilancia neuronal e neurogénese, formando um complexo de acdes que
contribuem para a manutencéo e plasticidade de circuitos neurais (MIYAMOTO et al.,
2013; WAKE et al., 2009; WAKE et al., 2013).

A comunicagdo entre 0s neurdnios e a microglia ainda ndo esta claramente
descrita. A microglia possui receptores para diferentes neurotransmissores como as
purinas, serotonina, noradrenalina, GABA, glutamato e acetilcolina, 0 que
provavelmente proporciona a comunicacao entre os dois tipos celulares (GUNDERSEN
et al., 2015; POCOCK; KETTENMANN, 2007). Um exemplo de possivel comunicacao
pode ser observado em relacdo ao neurotransmissor glutamato que ao atuar sobre 0s
receptores ionotropicos do sub-tipo AMPA na microglia pode desencadear sua ativacao
e a liberacdo de TNF. Em presenca de um estimulo pré-inflamatério como um aumento
dos niveis de TNF, a microglia por sua vez pode também liberar glutamato (NODA et
al., 2000; THOMAS et al., 2014).

Além de todas essas caracteristicas, evidéncias sugerem que a microglia pode
ser ativada pela hipoxia. Tadmouri e colaboradores mostraram em 2014 que
camundongos submetidos a 10% de O, apresentam uma maior quantidade de
microglias ativadas na regido do NTS, quando comparado com o grupo de

camundongos que permaneceram em normoxia (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 as
caracteristicas inflamatorias apresentada pela microglia induzida pela hipoxia
(TADMOURI et al., 2014).

A microglia também pode ser ativada ap0s um estimulo de hipdxia crénica
intermitente em ratos. Esse estimulo contribui para que a microglia expresse uma maior
qguantidade de citocinas pro-inflamatorias, quando comparado com a expressao génica
dessas substancias em homogenato composto por outros tipos celulares (SMITH et al.,
2013).

Diante das evidéncias que mostram a importancia da microglia com a
manutenc¢ao de circuitos neurais, sua sensibilidade a hipdxia e capacidade de aumentar
a expressao de RNAm para citocinas e fatores inflamatorios sob esta condi¢céo, tornou-
se imprescindivel avaliarmos se o tratamento com minociclina poderia alterar respostas
inflamatorias e cardiorrespiratdrias ocasionadas pela hipdéxia neste trabalho.

A minociclina (7-dimethylamino-6-dimethyl-6-deoxytetracycline) € uma tetraciclina
semi-sintética de segunda geracado, eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Em relacdo ao perfil farmacocinético, pode ser rapidamente e
completamente absorvida, tem meia-vida longa, apresenta uma excelente absorcao
tecidual com aproximadamente 100% de biodisponibilidade (BROGDEN et al., 1975;
GARRIDO-MESA et al.,, 2013). Aléem disso, é altamente lipofilica e pode faciimente
atravessar a barreira hematoencefalica (GARRIDO-MESA et al., 2013).

Atualmente, varios estudos tém enfatizado a utilizacdo de propriedades nao
relacionadas a antibiotico da minociclina, como por exemplo, sua capacidade anti-
inflamato6ria (LOREA-HERNANDEZ et al., 2015; SANTISTEBAN et al., 2015). Um dos
primeiros relatos da capacidade da minociclina em exercer um papel anti-inflamatério
inibindo a atividade da microglia foi descrita por Yrjanheikki e colaboradores em 1998 e
desde entdo essa caracteristica tem sido utilizada como ferramenta em inumeros
estudos com obijetivo de avaliar repostas relacionadas a 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 inibitério
prevenindo a degradacdo da subunidade inibitoria IkB, e assim, reduzir a translocacéo
do fator nuclear kappa B (NF-kB) para o nucleo e sua consequente ativacdo, o que
resulta em uma diminuicdo na transcricdo de mediadores pro-inflamatérios como por
exemplo citocinas (GARRIDO-MESA et al., 2013; YRJANHEIKKI et al., 1998) .

A partir de todas essas informacdes consideramos ser de grande importancia a
inclusdo do tratamento com minociclina aos nossos protocolos experimentais. Essa
ferramenta farmacoldgica nos permitiu caracterizar a importancia da microglia sob
diferentes respostas desencadeadas pela hipdxia aguda, como na expressao génica de
mediadores inflamatérios, inducdo da expressédo de Fos no BVLr e PVH e em respostas

autbnomas cardiovasculares e respiratorias.
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7 CONCLUSAO

O conjunto dos resultados apresentados no presente trabalho mostram que uma
situacdo de hipOxia aguda é capaz de promover um aumento na expressao de Fos em
neurdnios catecolaminérgicos do BVLr que se projetam para o PVH, além de modificar
a expressdo génica de mediadores inflamatorios diferencialmente em ambos os nucleos
encefalicos estudados e também em importantes orgados periféricos. Além disso, o
tratamento com minociclina foi capaz de alterar a expressdo génica, a atividade
neuronal e as respostas respiratérias e autbnomas a hipoxia.

O protocolo experimental de hipdxia utilizado neste estudo € capaz de recrutar
vias neurais especificas em dois ndcleos conhecidos por estarem envolvidos com
situacdes emergenciais. A diminuicdo da expressao de Fos no PVH ipsilateral a injecao
de DBH, demonstra a importancia da integridade de neurdnios catecolaminérgicos do
BVLr em uma situacdo de hipoxia, reforcando a hipotese de que o grupamento C1
constitui uma regido de integracdo de informacdes oriundas dos quimiorreceptores
periféricos além de ser capaz de sinalizar a importantes regides encefalicas afim de
desencadear uma série de mecanismos neurais na tentativa de restabelecer a demanda
de O, para as células.

Podemos sugerir ainda que a hipdxia constitui um desafio sistémico a
homeostase corporal, visto o fato de poder alavancar um aumento na expressao de
RNAmM para diferentes mediadores do processo inflamatorio central e perifericamente, e

assim, envolver inflamacéo e suas respostas.
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