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RESUMO

PAES-LEME, Bruno. Avaliacgéo da participacao dos canais Karte na atividade autondmica
cardiovascular. 2015. XX p. Dissertacdo. Instituto de Biologia - Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2015

Os canais para potassio sensiveis a ATP (Katp) sdo importantes proteinas de membrana
capazes de acoplar o metabolismo celular com atividade neurossecretdrias e eletrofisioldgicas
de acordo com o tipo celular em que ocorre. A presenca destes canais em neurénios
hipotalamicos tem sido relacionada com mecanismos de glicosensibilidade, uma vez que a
glicose € a principal fonte energética utilizada pelos neurdnios. O nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) desempenha diversas fungdes fisioldgicas, como o controle autonémico
dos mais variados sistemas organicos, incluindo o sistema cardiovascular. Os neurénios do
PVN expressam estes canais Katp, e ja foram descritas populacdes de neurdnios
glicossensiveis neste nlcleo. Entretanto, a participacdo destes canais no controle da atividade
autondmica cardiovascular ainda néo foi bem descrita. Assim, neste estudo investigamos se a
manipulacdo farmacoldgica central dos canais Karp promoveria alteragbes autondmicas
cardiacas. Para isso foram utilizados ratos machos Wistar (250-300g) submetidos a cirurgia de
estereotaxia para implante de canula-guia no terceiro ventriculo cerebral em regido proxima
ao PVN (1,8mm posterior ao Bregma e 8,2mm abaixo da calota craniana). Sete dias depois, 0s
animais foram submetidos a um registro eletrocardiografico (ECG) basal, seguido por
microinjecdo de veiculo (Molecusol 5%), glibenclamida (5mM, um bloqueador do canal) ou
diazoxido (25uM, um ativador do canal). A analise da variabilidade da frequéncia cardiaca foi
analisada pela Transformada Répida de Fourier. A analise estatistica foi realizada com
ANOVA one-way. Todos os procedimentos foram submetidos e aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFRRJ sob protocolo 002190/2014. No houve diferencas significativas
na frequéncia cardiaca (Controle: 296,9+16,84 bpm vs 321,3+£12,95 bpm, respectivamente
basal e experimental, n=10; glibenclamida: 339,3+10,26 bpm vs. 326,3+12,23 bpm, n=10;
diazéxido: 310,8+16,68 bpm vs 312,2+10,75 bpm, n=12) ou nos componentes de alta
(Controle: 37,27+3,79 n.u. vs 43,18+4,534 n.u., n=11; glibenclamida: 47,084,718 n.u. vs
40,92+3,771 n.u., n=13; diazdxido: 49,31+2,951 n.u. vs 46,62+4,110 n.u., n=13) e baixa
frequéncia (Controle: 62,73+3,79 n.u. vs 56,82+4,534 n.u., n=11; glibenclamida: 52,92+4,718
n.u. vs 59,08+3,771 n.u., n=13; diazéxido: 50,69+10,64 n.u. vs 53,38+4,11 n.u., n=13) do
espectro de variabilidade da frequéncia cardiaca. Estes resultados estdo de acordo com a
literatura, onde experimentos com a manipulacdo farmacoldgica central in vivo dos canais
Katp em condicbes basais ndo foi capaz de promover alteracbes nas varidveis
cardiovasculares. Ainda, estudos eletrofisiolégicos em neurdnios do PVN mostraram que 0s
mecanismos de glicossensibilidade destas células parecem ser independentes do blogueio de
canais Katp. Assim, nosso estudo sugere que a manipulagdo farmacoldgica central do canal
Kate em condicBes basais ndo altera parametros autondmicos cardiacos agudamente.

Palavras Chave: Canais Katp, Hipotdlamo, Variabilidade da Frequéncia Cardiaca



ABSTRACT

PAES-LEME, Bruno. Evaluation of involvement of the hypothalamic Kate channel in
cardiovascular autonomic outflow. 2015. XX p. Dissertation. Institute of Biology -
Department of Physiological Science, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ. 2015

ATP-sensitive potassium channels (Katp) are important membrane proteins that can couple
cellular metabolism to neurosecretory and electrophysiological activity according to the site
of occurrence. The presence of Karp in hypothalamic neurons has been related to
glucosensitive mechanisms, once glucose is the main energetic source used by neurons.
Hypothalamic paraventricular nucleus (PVN) controls many different physiological functions,
including autonomic control of the most diverse organic systems, and among them, the
cardiovascular system. Besides, it has been shown that PVN neurons express the Katp
channel, and neuronal glucosensitivity has also been described in this nucleus. However, the
participation of those channels in cardiovascular control has not been described so far.
Therefore, we aimed to investigate if the central pharmacological manipulation of Katp
channel could play a role in the modulation of the cardiac autonomic outflow. For this
purpose, male Wistar rats (250-300g) were submitted to stereotaxic surgery for guide cannula
placement into the third ventricle (1,8mm caudal to Bregma and 8,2mm below the skull).
Seven days later, animals underwent a electrocardiogram (ECG) record, before and after the
central microinjection of vehicle (Molecusol 5%), glibenclamide (5mM, a Kartp channel
blocker) or diazoxide (25uM, a Kate channel opener). Heart rate variability of the ECG was
analyzed by Fast Fourier Transform and statistical analysis was performed by One-Way
ANOVA test. All procedures were and approved by the Ethical Committee in research of
UFRRJ protocol: 002190/2014. We found no statistical difference in the heart rate (Control:
296,9+16,84 bpm vs 321,3+12,95 bpm, respectively basal and experimental, n=10;
glibenclamide: 339,3+10,26 bpm vs. 326,3+12,23 bpm, n=10; diazoxide: 310,8+16,68 bpm vs
312,2+10,75 bpm, n=12) or spectral variability components, among the evaluated groups
[high frequency (Control: 37,27+3,79 n.u. vs 43,184,534 n.u.,, n=11; glibenclamide:
47,08+4,718 n.u. vs 40,92+3,771 n.u., n=13; diazoxide: 49,31+2,951 n.u. vs 46,62+4,110 n.u.,
n=13) or low frequency (Control: 62,73+3,79 n.u. vs 56,82+4,534 n.u., n=11; glibenclamide:
52,92+4,718 n.u. vs 59,08+3,771 n.u., n=13; diazoxide: 50,69+10,64 n.u. vs 53,38+4,11 n.u.,
n=13)]. Those data are in agreement to the field of knowledge, where in vivo central
manipulation of Kartp channels in basal condition failed to evoke changes in mean arterial
pressure. Moreover, electrophysiological studies in PVN neurons suggest that mechanisms of
glucosensitivity in those cells are independent of Kare activity. All those information lead us
to suggest that central pharmacological manipulation of Kate channels in basal condition do
not alter cardiac autonomic parameters.

Keywords: Katp channel; Hypothalamus, Heart Rate Variability
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Introducéo

O sistema cardiovascular tem como principal funcdo garantir que todos os 6rgéaos e
tecidos do organismo recebam suporte adequado de nutrientes e oxigénio e que Seus
metabolitos sejam recolhidos e devidamente excretados, visando a manutengdo da
homeostase. Para desempenhar tal funcdo indispensavel a vida, o sistema cardiovascular
necessita de mecanismos de controle que mantenham as variaveis cardiovasculares e
respiratérias em limites estreitos de variacdo. Um dos componentes que mais necessitam de
atencdo € a pressdo arterial, que é de indispenséavel necessidade para a perfusao adequada dos
tecidos. A pressao arterial (PA) é produto do débito cardiaco (DC), isto é, o volume de sangue
gue o coracdo ejeta por minuto, e a resisténcia vascular periférica (RVS), que, como o home
sugere, é a resisténcia encontrada pelo sangue que sai do coracdo nos vasos da circulacdo
periférica que o conduzirdo para todos os territérios vasculares do organismo.

Para a regulacdo da PA em niveis estreitos de variacdo, o organismo lanca mao de
diferentes mecanismos de controle, podendo estes ser locais, humorais ou neurais. O controle
local inclui fatores miogénicos, metabdlicos, paracrinos, autdcrinos ou endoteliais. J& o
controle humoral inclui hormonios de diferentes origens, que podem atuar diretamente no
coragdo e nos vasos sanguineos, como também podem afetar a circulacdo indiretamente, com
o0 balanco hidroeletrolitico. Finalmente, o controle neural conta com a participacdo de alcas
reflexas que permitem uma rapida correcdo por parte do controle autondémico, e que inclui
diversos niveis de regulacdo no sistema nervoso central (Duscheck et al., 2008; Tinker et al.,
2014).

A base de controle principal do sistema nervoso autbnomo (SNA) encontra-se sediada
no tronco encefalico, que apresenta estruturas de grande importancia no tocante a integracao e
eferéncia da atividade autondmica, das quais serdo citadas algumas mais classicas e
diretamente relacionadas com o controle autonémico cardiovascular (Dampney, 1994). Os
nacleos ambiguo (NA) e dorsal motor do vago (DMV) abrigam os corpos celulares dos
neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos, que emitem seus axbnios para formar o
componente eferente do décimo par de nervos cranianos, 0 nervo vago. Estes neurbnios
chegam ao coracdo e fazem sinapses intramurais com 0s neurdnios pos-ganglionares
parassimpaticos, que irdo inervar o0s nodos sinoatrial e atrioventricular, liberando

principalmente acetilcolina. Assim, o NA e o DMV sdo responsaveis pelo tono vagal do
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coragdo (Dampney, 1994). Diferente dos parassimpatico, os corpos celulares dos neurénios
pré-ganglionares simpéticos localizam-se na coluna intermediolateral (CIL) da medula
espinhal nos seguimentos toraco-lombar. Os neurbnios pré-ganglionares simpaticos emitem
seus axobnios para ganglios que formam as cadeias pré- e paravertebral, onde fazem sinapses
com 0s neurdnios pos-ganglionares simpaticos, que se distribuem para os 6rgdos alvos. No
coracdo, 0s neurdnios pos-ganglionares simpéticos inervam as fibras cardiacas de trabalho, as
do sistema de conducdo cardiaco; ja nos vasos de resisténcia, inervam a musculatura vascular,
causando respectivamente, efeito inotropico e cronotrépico positivos e vaso constricao
periférica e consequente aumento da resisténcia vascular periférica.

A geracdo do tono simpético direcionado ao sistema cardiovascular requer a
participacdo e integracdo de uma maior variedade de estruturas para seu controle fino. O
bulbo rostroventrolateral (RVLM) constitui a mais importante fonte de estimulacao simpatica
do sistema cardiovascular (Lipski et al, 1995, Sun e Guyenet, 1990). Dele projetam-se
neurbnios pré-autondmicos simpaticos que vao chegar aos neurbnios pré-ganglionares
simpaticos secretando o neurotransmissor excitatorio glutamato (Machado et al, 1997). O
bulbo caudoventrolateral (CVLM) por sua vez, emite projeces GABAérgicas inibitorias para
0 RVLM que controlam sua taxa de ativacdo basal (Brown e Guyenet, 1985; Schreihofer e
Guyenet, 2002). O nucleo do trato solitario (NTS) é uma estrutura alongada no tronco
encefalico que recebe aferéncias de diversos Orgdos do organismo, integrando estas
informacdes e controlando as atividades dos ja citados NA, NDV, RVLM e CVLM regendo a
resposta autonémica. Assim, o NTS constitui um importante relé das informacdes do status
homeostatico do organismo e orquestrando uma resposta corretiva rapida, algo que pode ser
observado em alcas reflexas do sistema cardiovascular (Lipski et al, 1995; Accorsi-Mendonca
et al, 2013).

Uma alca reflexa de grande importancia para a regulacdo fina momento a momento da
pressdo arterial é o barorreflexo, onde alteragdes na pressdo arterial sdo percebidas por
mecanorreceptores arteriais (barorreceptores) localizados na camada adventicia em artérias
estratégicas, como a crossa da aorta (pela qual passa todo o débito cardiaco) e a bifurcacédo
das carotidas (por onde passa 0 sangue que supre a regido da cabeca, incluindo o cérebro),
gera respostas reflexas contrarias (Cowley et al, 1973; Thrasher, 2002). Quando ocorrem
elevacdes na pressdo arterial, ha a ativacdo dos barorreceptores, levando a despolarizacao dos
terminais sensoriais, gerando salvas de potenciais de ac¢do que trafegam em direcdo ao sistema

nervoso central, chegando ao NTS, ativando neurdnios de segunda ordem que se projetam
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para 0 NA e DMV, estimulando-os e aumentando o tono vagal. Ao mesmo tempo, neurénios
de segunda ordem do NTS também se projetam ao CVLM, ativando-o, 0 que gera uma
diminuicdo do tono simpatico, o que, somado a ativacdo parassimpatica evocada pelo mesmo
estimulo, conduz a uma resposta de diminuicdo da frequéncia cardiaca e da forca de
contracdo, levando a uma diminuicdo do débito cardiaco e vasodilatacdo, atuando em
esfincteres pré-capilares (Reyes del Paso et al., 2004; Hesse et al., 2007; Duscheck et al.,
2004).

O hipotalamo é uma estrutura diencefalica formado por diferentes ndcleos que
desempenham fungdes diversas relacionadas a atividade vitais para os mamiferos, incluindo
regulacdo do sistema cardiovascular, da ingestao alimentar, do metabolismo energético (Saper
et al., 2002), da termorregulacéo, dos ritmos bioldgicos circadianos (Buijs e Kalsbeek, 2001),
do crescimento e desenvolvimento (Harvey, 2013), do ciclo sexual (Schwarzel-Fukuda et al.,
1989, Mafucci & Gore, 2009), entre outras funcdes. Cada uma dessas fungdes esta “sediada”
em nucleos especificos, mas que interagem entre si, tornando o hipotdlamo um importante
centro integrador destas funcGes. A investigacdo de como ocorrem algumas destas interfaces
entre funcbes, a principio nao correlatas, pode ser importante para compreensdo de alguns
fendmenos encontrados em situacgdes fisioldgicas ou patolégicas diversas.

Evidéncias apontam que o hipotalamo lateral (HL) emite projecdes para o NTS e o
RVLM (Hardy, 2001; Haselton e Guyenet, 1990) e uma regido de grande importancia
neuroendocrina e autondmica do hipotalamo € o nucleo paraventricular (PVN). Localizado
em regido adjacente ao terceiro ventriculo, o PVN apresenta diferentes subpopulacGes de
neuronios que exercem efeitos diversos: O PVN abriga os corpos de neurénios parvocelulares
que se projetam para outras regides do SNC e os corpos celulares dos neurdnios
magnocelulares produtores de vasopressina (AVP) e ocitocina (OT), que se projetam para a
neurohipofise, onde sdo liberados para a circulacdo e vao exercer seus efeitos (Ferguson et al.,
2008). Ambos hormdnios tém importante participacdo no sistema cardiovascular (Gutkowska
et al., 2000), seja diretamente, controlando a pressao arterial, como a vasopressina, COmo 0
préprio nome sugere, leva a vasoconstri¢do pela ativacdo de receptores V1 na musculaura lisa
vascular (Jard, 1985), ou indiretamente, atando sobre o balanco hidroeletrolitico, uma vez que
a vasopressina leva a retencdo hidrica e a ocitocina tem efeito natriurético (Antunes-
Rodrigues et al., 2003; Peterson, 2002).

Neurdnios parvocelulares do PVN se projetam para o NTS, estabelecendo ligagGes

diretas e reciprocas com o nucleo bulbar (Gardiner e Bennett, 1986). Além disso, 0 PVN
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alberga corpos de neurdnios pré-autondmicos simpaticos que se projetam do hipotalamo
diretamente a CIL da medula espinhal (Dampney, 1994). Assim, o PVN € capaz de controlar
a atividade autonémica em diferentes niveis e também pode ser afetado por vias reflexas
cardiovasculares, como por exemplo, o barorreflexo, cuja ativacdo inibe a secrecdo de
vasopressina pelo PVN, via conexdes com o NTS (Berecek e Swords, 1990). Assim, como 0
barorreflexo é ativado momento a momento durante o aumento da presséo arterial sistolica na
sistole ventricular, a secrecdo de AVP ¢ constantemente inibida (Morris e Alexander, 1980).
De forma inversa, o PVN também pode exercer controle sobre a atividade autonémica
cardiovascular mediada pelo NTS ou diretamente & medula espinhal (Buijs e Heerikhuize,
1982; Pittman et al., 1982).

O hipotalamo apresenta neurdnios sensiveis aos niveis de glicose no liquido
cefalorraquidiano (LCR), reflexo direto de suas concentracfes plasmaticas, sendo seus niveis
normais pouco menos de 30% do nivel de glicose no sangue, 0 que corresponde a algo em
torno de 2,5mM (Levin et al., 2004). Os carboidratos ocupam papel central no metabolismo
corporal global, sendo a glicose, o principal carboidrato utilizado como fonte energética e tem
a sua concentracdo plasmatica regulada em limites estreitos de variacao (Leloup et al, 2015).
Quando ocorre uma queda na concentracdo plasmatica de glicose e 0s mecanismos
homeostaticos falham em regular os niveis deste carboidrato, ocorre queda no consumo de
oxigénio pelo sistema nervoso central, concomitante a redugdo da atividade neural global
(Patel et al., 2003; Shulman et al., 2009). Estes neur6nios glicosensiveis podem ser divididos
em neuroénios glicoexcitaveis (GE) ou glicoinibidos (GI) (Burdakov, 2005, Levin et al 2004) e
sdo amplamente estudados no Hipotadlamo Ventromedial (VMH) e hipotalamo lateral (HL),
onde participam diretamente do controle da ingestdo alimentar e do metabolismo (Evans et
al., 2004), mas a literatura carece de evidéncias de sua participacdo na funcao cardiovascular.

Existem algumas formas com as quais 0s neurdnios glicossensiveis operam, que
podem ser por vias metabdlicas ou ndo, que estdo resumidos na figura 1: a entrada
eletrogénica de glicose, através da participacdo de proteinas como cotransportador sédio-
glicose (SGLT, como em Elsas e Longo, 1992), onde a entrada de glicose no meio intracelular
seria acompanhada pela entrada do ion sédio; receptores de glicose (Diez-Sampedro et al.,
2003), que séo proteinas homologas do SGLT/SLCA4 que convertem a elevagéo extracelular
de glicose em despolarizacdo dependente de sodio sem que haja entrada de glicose, cuja
funcdo em mecanismos de glicossensibilidade central ainda é uma hipétese, haja visto que

estes “receptores de glicose” sO foram descritos em neurbnios perifericamente; astrocitos
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hipotalamicos como detectores de alteragdes de glicose, dependente da sinalizagdo por Katp
(Ainscow et al., 2002, Pellerin e Maggistretti, 2004); por fim, o mecanismo mais classico de
sensibilidade a glicose, a presenca de canais para potassio retificadores de entrada sensiveis a
ATP.

glia _ glicose
R ()
~ .
glicdlise N
e |
« \\\.
ATP lactato

Nar N\

e ‘-"'glicoquinase

actato .

. v gllgose-6-P receptor(es)
K ""'--ATP"'J! mitocdndria para glicose
despolarizacao alteracdo no fluxo iénico

\ J

neurdnio glicossensivel

respostas elétricas respostas elétricas
dependentes de metabolismo independentes de metabolismo

Figural Madltiplas vias que podem estar relacionadas com a modulagdo da atividade elétrica de neurdnios
hipotalamicos pela glicose (Adaptado de Burdakov et al., 2005b). (a) Glicose, agindo substrato energético pode
alterar atividade elétrica neuronal por influenciar o metabolismo energético no interior de neurénios ou células
gliais. (b) Glicose, agindo como mensageiro extracelular podendo ativar receptores especificos para glicose que
controlam fluxo de ion pela membrana, ou pode ser transportada por transportadores eletrogénica. Abreviagdes:
ATP: adenosina trifosfato; Glicose-6-P; Glicose-6-fosfato; glut: glucose transporter (transportador de glicose);

MCT1: transportador de lactato; SGLT: sodium-glucose transporter (transportador sddio-glicose).

Canais Katp foram descritos por Noma (1983) primeiramente em musculatura estriada
cardiaca, como um mecanismo de defesa ao baixo suprimento energético, como em situacoes
de hipoxia. Desde entdo sdo comumente citados na literatura por acoplar metabolismo celular
a atividade secretoria e eletrofisiologica em muitos tecidos, funcionando, desta forma, como
verdadeiros sensores metabdlicos (Ashcroft e Proks, 2009). A partir de sua descoberta, 0s
canais Katp foram rapidamente relacionados a importantes papeis em diversos 0rgdos e
tecidos sob condigdes fisioldgicas e patoldgicas, sendo expressos em regifes estratégicas
como parte de mecanismos mais amplos e complexos para a regulacdo do metabolismo
energetico ja tendo sido descritos em células epiteliais, musculo liso e esquelético cardiaco,

em células B-pancreaticas e em neurdnios (Ashcroft e Gribble, 1998).
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O mecanismo mais estudado para compreensdo de como o canal Katp pode interferir
na atividade eletrofisilogica do neurdnio é o modelo candnico de secre¢éo de insulina pela
célula B-pancreética, uma vez que a secrecdo de hormonios das ilhotas pancreaticas constitui a
principal forma de regulagdo da concentracdo da glicemia (Rezek, 1976). Quando o
suprimento de substrato é abundante, a insulina é secretada em resposta, estimulando o
armazenamento celular deste carboidrato e inibindo a mobilizacdo de substratos analogos
enddgenos. Por outro lado, quando o suprimento de nutrientes é baixo ou ausente, a secrecao
de insulina é diminuida e a mobilizacdo dos estoques energéticos € aumentada pela secrecéo
de glucagon (Schapiro e Ludewig, 1978; Unger, 1985). A glicose atua diretamente na
secre¢do da insulina: a glicose € transportada através da membrana das células  das ilhotas
pancreaticas pelo GLUT-2 (transportador de baixa afinidade pela glicose e alta taxa de
transporte — Km 15 a 20 mM). Uma vez no interior da celula a glicose é rapidamente
metabolizada pela glicoquinase formando glicose-6-fosfato. A posterior metabolizagdo da
glicose leva a producdo de ATP que promove o fechamento de canais Katpe. Assim, 0
acumulo de céations no interior da célula eleva o potencial de membrana até atingir o limiar
para abertura dos canais sensiveis a voltagem tipo-L para Ca2*. O aumento o Ca?* citossdlico
culmina com a secrecdo dos granulos contendo insulina para o intersticio e,
consequentemente, para a grande circulacdo (Thorens, 2008). De forma semelhante, a
despolarizacdo causada pelo fechamento destes canais frente a uma elevacdo da concentracao
de ATP citosdlico é o mecanismo proposto para a funcdo glicossensivel de neurbnios
hipotalamicos (Burdakov et al., 2005).

As principais evidéncias para a participacdo dos canais Katp seguindo mecanismo de
secrecdo semelhante aos das células B-pancreaticas é a presenca de maquinaria celular
semelhante nos neurdnios glicossensiveis (Lynch, 2000). Além da presenca da glicoquinase e
da subunidade formadora do poro do canal (Kir6.2), neurdnios glicosensiveis apresentam o
transportador de glicose do tipo GLUT-3 que, com Km 1 a 3mM, é mais apropriado a baixas
doses de glicose (Kang et al., 2004).

O canal Katp € um complexo hetero-octamérico formado por dois tipos de
subunidades proteicas. O poro do canal propriamente dito é formado por quatro subunidades
Kir6.x (formadoras de canais para K* retificadores de entrada, podendo ser Kir6.1 ou Kir6.2,
como mostrado na Figura 2), cada uma associada a uma subunidade regulatoria, o receptor de
sulfonilureia [(SUR) (Nichols, 2006)]. As subunidades SUR podem ser SUR1, como nos

canais encontrados nas células-f pancreaticas e em neurdnios hipotaldmicos (ambos de
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origem embrionaria ectodérmica), SUR2A, constituintes dos canais Katp cardiacos e, por fim,
SUR2B, presentes em musculatura lisa vascular (Miki e Seino, 2005). Cada combinacéo

confere propriedades eletrofisioldgicas diferentes ao canal (Ashcroft e Gribble, 2001).

A GenBank B GenBank
ACCEeSSIon no. accession no.
SUR2A  D83598 10, Kir 1.1a  X72341
- Kir 4.1 X83585
SUR28  Decoss Kir 6.1 D42145
SUR1 L40624 Kir6.2  D50581

Kir2.1  X73052
Kir2.2  X80417

g

cMOAT  L48379

| Kir3.2 U11859
YCF1 135237 | (I Kir3.4  X83584
3.0 L W
CFTR  N2866S : Kir3.3  U11860
: Kir3.1  L25284
MDR  M14757 SL Kir51  X83581
' 20 40 60 80 100 " 40 80 80 100
% amine acid identity % amino acid identity

Figura 2 Grau de identificacdo entre o transportador ligante de ATP (A) e os membros da familia Kir (B). O
comprimento das linhas horizontais indica porcentagem de aminoécidos idénticos (Ashcroft e Gribble, 1998).

As subunidades Kir6.2 (Figura 2) apresentam uma regido de ligacdo ao ATP, que é
capaz de causar o fechamento do canal. A atividade das sulfonilureias como a glibenclamida,
a tolbutamida e a gliburida ocorre atraves da interacdo destas drogas com a subunidade SUR,
levando a alteragcdo conformacional do canal para sua forma fechada, atuando, desta forma,
em sitios diferentes aos de atuacdo do ATP (Ashcroft e Gribble, 1998). Além disso, as
sulfonilureias podem apresentar afinidades distintas pelos diferentes subtipos de subunidades
SUR, como, por exemplo, a tolbutamida, que tem maior afinidade ao subtipo SUR1, enquanto
a glibenclamida apresenta-se menos seletiva, atuando de forma semelhante nos diferentes
tipos de canal (Ashcroft e Gribble, 2000). Drogas conhecidas como ativadoras dos canais
Katp, como o Diazoxido, parecem exercer seu efeito também na subunidade SUR. Assim, ndo
se sabe exatamente a funcdo fisiologica das subunidades SUR, uma vez que ndo foram
encontrados analogos endogenos destas substancias que atuem nestes sitios de ligagéo,
entretanto, sem estas subunidades, o canal ndo apresenta funcionalidade alguma, sendo
necesséria a expressdo das duas subunidades para sua atividade plena (Mureau et al, 2005). E
possivel que as subunidades SUR sejam pontos para regulacdo da atividade do canal, uma vez
que ADPM92* parece se acoplar a subunidade SUR colaborando para a manutengio do canal

em seu estado aberto (Mannhold, 2003). Outras vias de sinalizacdo intracelulares, como as
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que sdo evocadas ap6s a ativacdo de receptores para leptina (Spanswick et al., 1997
Spanswick et al., 2000) ou de receptores para adenosina (Li et al., 2010), em determinadas
ceélulas, também ocasionam a manutengdo do canal Kater em seu estado aberto, levando a
hiperpolarizacao.

Os canais Kate tem uma distribuicdo ampla no sistema nervoso central, formados
pelas subunidades Kir6.2 SUR1, sendo encontrados em neur6nios, interneurdnios e células
gliais. Entretanto, isso ndo significa que em todas estas regides do SNC, os canais Katp tem
participacdo como sensores metabolicos que véo interferir em vias relacionadas as mais
diversas fungdes. Em muitos casos, a presenca destes canais em neurbnios serve como um
mecanismo de defesa individual para a célula, principalmente em situacGes de isquemia ou
baixa perfusdo, na tentativa de diminuir sua atividade metabdlica frente a estes desafios para
manutencdo de suas reservas energéticas e de sua integridade (Melnick et al., 2011).

Ainda assim, algumas regides apresentam uma grande densidade de canais Katp, das
quais é muito importante ressaltar o hipotadlamo, particularmente em neurénios sensiveis a
glicose, representando um grande campo para pesquisa dos mecanismos homeostaticos
envolvidos no metabolismo energético (Oomura et al., 2003; Wang et al., 2004). Dentre as
areas hipotaldmicas de maior concentracdo destes canais idnicos, destaca-se o ja citado PVN
localizado na regido ventromedial do hipotalamo. Diversas evidéncias experimentais sugerem
que a ativagdo dos neurbnios do PVN (pela ativagcdo de receptores POMC-CART e/ou
inibicdo de receptores NPY-AgRP) induz anorexia (Schawrtz et al., 2000). Camundongos
geneticamente alterados que tiveram o gene responsavel pela subunidade Kir6.2 deletado
(Kir6.2-/-) apresentam hiperglicemia de jejum, e tem prejudicadas respostas
contrarregulatérias, como a de glucagon, por alterar a atividade tanto de neurénios POMC-
CART quanto NPY-AgRP, que atuariam em conjunto com as células das ilhotas pancreéaticas
para manutencdo da euglicemia nos animais (Gyte et al., 2007; Miki et al., 2001). Consistente
com isso, a ativagdo do PVN também leva a secrecdo de diversos neurotransmissores
anorexigenos como a ocitocina, o horménio liberador da corticotrofina (CRH) e do horménio
liberador da tireotrofina (TRH). Outros estudos recentes relacionam a presenca destes canais
para potdssio no hipotdlamo com mecanismos de regulacdo do metabolismo. Spanswick e
cols (1997) demonstrou que a leptina inibe neurénios do hipotalamo, especialmente dos
nucleos paraventricuar e arqueado, por meio da abertura de canais para Katp. Evans et al.
(2004), com experimentos in vivo, mostrou que Canais Katr N0 VMH estdo relacionados com

respostas contrarregulatérias de adrenalina e glucagon. Diversas publicagdes mostram a
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relacdo desses canais para potdssio no hipotalamo, com disturbios metabdlicos tais como
diabetes (Gyte et al., 2007) e obesidade (Ashcroft et al., 1996), reforcando seu papel no
controle central da saciedade (Wang et al., 2004). Os canais para Kate também sdo regulados
pela acdo da adenosina, liberado pelas células da glia especialmente diante de situacdes de
hipoxia ou isquemia, em receptores especificos na membrana dos neurdnios do hipotalamo.
Isto leva ao fechamento dos canais para Katp, por vias bioquimicas intracelulares que ainda
estdo sendo investigadas e determinadas (Lee & Koh, 2009; Li et al., 2010). Assim, podemos
notar que na literatura ha grande quantidade de informac&o sobre a participacdo dos canais
Katp hipotalamicos no metabolismo e muito mais pode ser encontrado quanto ao controle da
ingestdo alimentar. Entretanto, a participacdo destes canais no controle da atividade
cardiovascular ainda é pouco estudado e pode ser um importante viés de investigacdo.
Nishimura e cols (1995b) demonstraram que o bloqueio dos canais Katp a nivel central em
animais que sofreram ligac&o bilateral das carétidas evoca respostas cardiovasculares diretas,
como a elevacdo da pressdo arterial média e diminuicdo da frequéncia cardiaca, assim como
respostas indiretas, como a uma elevacdo ainda maior da concentracdo de vasopressina
plasmatica do que a elevacdo habitualmente observada ap6s a oclusdo das carotidas. A
elevacdo da presséo artérias foi ndo foi observada apds tratamento sistémico dos animais com
0 antagonista dos receptores de V1, OPC-21268. Estes resultados ndo foram observados em
animais falso-operados, mas foi observado comportamento cardiovascular semelhante em
ratos espontaneamente hipertensos em condicdes basais e de hipdxia (1996), o que mostra que
0s canais Katp hipotaldmicos podem atuar como uma forma de protecdo em alguns eventos
patofisioldgicos.

E sabido que tal alteracio no status energético é capaz de alterar componentes
autondémicos relacionados com o controle metabolico (Evans et al., 2004), mas nada se tem a
respeito da atividade cardiovascular. Assim, tomamos por hip6tese que, em situacdes que
acarretam a alteracdo da glicemia, a percepcdo da glicose por neurdnios hipotalamicos via
canais Katp pode conduzir a alteracdo na atividade autondmica cardiovascular, visando o
estabelecimento da pressdo arterial e afluxo correto de sangue para manter as fungdes do
SNC.
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1. Objetivos

Avaliar a participagdo dos canais Katp centrais na frequéncia cardiaca em ratos nao

anestesiados

Avaliar a participagdo dos canais Kartp centrais na atividade autondmica

cardiovascular em ratos ndo anestesiados
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2. Material e Métodos

3.1. Animais:

Foram utilizados ratos Wistar, fornecidos pelo Biotério setorial do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, com peso
padronizado entre 250-300g. Os animais foram mantidos em caixas de acrilico fosco coletivas
(de 3 a 5 animais por caixa), mantidos em ambiente com temperatura controlada (22+2°C),
com ciclo claro-escuro de 12 horas e agua filtrada e ragdo comercial ad libitum. Todos 0s
procedimentos foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro em protocolo de nimero 004/2014.

3.2. Implante de canulas-guia dirigidas ao Terceiro Ventriculo:

Com o auxilio de um aparelho estereotaxico (ASI Instruments, Warren, Ml, EUA),
foram implantadas canulas-guia em direcdo ao Terceiro Ventriculo (3V), por meio das quais
microinjecOes foram realizadas. As canulas de aco inoxidavel, foram confeccionadas a partir
de agulhas hipodérmicas (25 x 0,7 mm), possuindo comprimento de 15 mm, e foram fixadas
no suporte da torre do estereotdxico. Apo6s serem anestesiado com Quetamina (75mg/kg, via
I.p.) e Xilazina (25mg/kg via i.p.), a regido superior da cabega do animal foi tricotomizada e
entdo acomodada no aparelho estereotaxico e, por meio de duas barras auriculares, a cabega
do animal foi fixada. Foi realizada uma injecdo subcutanea de 0,1mL de Lidocaina 1% para
anestesia local. Ap0s criteriosa assepsia, foi feita uma incisdo abrangendo-se a pele e tecido
celular subcuténeo, expondo a regido superior do cranio exatamente subjacente a inciséo, a
qual foi tratada com solucéo fisiologica e agua oxigenada, a fim de realizar completa limpeza
da area. A torre do estereotaxico foi entdo posicionada em angulacdo zero e a cabega do

animal ajustada até que os pontos Bregma e Lambda estivessem localizados no mesmo plano
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horizontal. Em seguida, foram realizadas as leituras dos parametros antero-posteriore, lateral e
dorso-ventral, tomando-se como referéncia o bregma. Com auxilio das informacdes de um
atlas estereotaxico (Paxinos e Watson, 2007), foi determinado o ponto de introducdo da
canula-guia (1,80mm posterior ao Bregma e 8,20mm abaixo da superficie dssea) e neste
foram realizadas trepanacgdes na calota craniana utilizando-se de broca odontoldgica esférica
acoplada a um motor de baixa rotacdo. Através do orificio produzido pela trepanacdo, a
canula-guia foi introduzida, atentando-se para que a extremidade inferior da céanula esteja
localizada 1 mm acima do limite dorsal da area a ser estudada. Na sequéncia, a canula foi
fixada utilizando-se de resina acrilica (metacrilato) que, por sua vez, foi fixada no cranio por
dois diminutos parafusos de aco inoxidavel. Em seguida a completa fixacdo das canulas-guia,
a torre do estereotaxico foi suspensa. Atentando-se para evitar a obstrucdo das canulas-guia,
foi introduzido um mandril de aco inoxidavel (do mesmo comprimento da canula-guia) no
interior de cada céanula, sendo entdo, o animal retirado do estereotaxico e acomodado
novamente em caixas com até cinco animais. Como medida profilatica, foi administrado ap6s
a cirurgia, 0,2 mL de Pentabiotico veterinario IM [160.000 U.l./rato, via IM, (Fort-Dodge,

Campinas, SP, Brasil)] e Cetoprofeno SC [3mg/kg, SC, (Vencofarma, Londrina, PR, Brasil)].

3.3. Microinjecbes no Terceiro Ventriculo:

As drogas foram diluidas em solucdo de Molecusol® (Beta-ciclodextrina) em salina
isotbnica (NaCl 0,9%) e microinjetadas no terceiro ventriculo utilizando-se de uma seringa
Hamilton de 10 pL conectada a uma agulha gengival por meio de um tubo de polietileno PE-
10. A canula injetora utilizada foi de 1,0 a 1,5 mm maior que a canula-guia com o intuito de
que as microinjecdes fossem realizadas exatamente no sitio pretendido. O volume
microinjetado foi sempre de 2 UL e o pH da solucéo foi ajustado com bicarbonato de sodio

para valores proximos do fisiologico (7,4).
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Foram usadas as seguintes drogas: Diazoxido (15nM), um ativador, e Glibenclamida
(5nM), um bloqueador dos canais Katp. O Diazoxido € uma droga que provoca a abertura do
canal de Katp e, consequentemente, a hiperpolarizagdo da célula, tendo especificidade pelo
subtipo de canal Kir6.2 SUR1 (Ashcroft e Gribble, 2000), como presente nos neurénios
glicossensiveis do hipotalamo. Ja a Glibenclamida é uma sulfonilurea, bloqueador do canal
Katp, ligando-se & subunidade SUR1, assim como também em canais SUR2A ou SUR2B,

realizando efeito similar ao do ATP intracelular (Ashcroft e Gribble, 1998).

3.4. Histologia

Ao término dos protocolos experimentais foram realizadas microinjecGes do corante
azul de Evans (em concentracdo de 2%) nos mesmos sitios de microinjecdo no sistema
nervoso central, tendo por finalidade determinar a regido de microinjecdo no terceiro
ventriculo ou se houve lesdo das regides adjacentes. Os animais foram decaptados por
guilhotina e o encéfalo coletado e armazenado em tubo do tipo Falcon com formal a 10% por
sete dias para fixacdo das estruturas e depois transferido para solucdo de sacarose a 30% para
desidratacdo até o momento dos cortes histoldgicos. A seguir a regido foi incluida em um
bloco de parafina e, com auxilio de um micrétomo, seccionado transversalmente em fatias de
40um de espessura. Os cortes histolégicos receberam coloragdo pelo método de hematoxilina
e eosina com posterior visualizagcdo em microscopio Optico. Através da coloracdo histolégica
e da microscopia Optica avaliamos se 0 sitio de microinjecdo pretendido foi realmente
atingido e se ndo houve lesdo das regides adjacentes. Com efeito, apenas 0s animais que
apresentam cortes histoldgicos, onde a microscopia éptica assegurou a integridade das regides

objetos deste estudo foi preservada, foram considerados na analise de resultados.
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3.5. Implante de eletrodo subcutéaneo

No dia anterior ao registro eletrocardiografico, os animais foram novamente
anestesiados com Quetamina (75mg/kg, via IP) e Xilazina (25mg/kg via IP) para implante de
eletrodo subcutaneo. O eletrodo foi feito a partir de um fio de metal de aco inoxidavel
implantado subcutaneo e torcido. Cada animal recebeu dois eletrodos, um em cada lado da

caixa toracica, afim de permitir o registro da derivada I no eletrocardiograma.

3.6. Registro do eletrocardiograma:

Os registros digitais eletrocardiograficos foram realizados no periodo da manha entre
as 7:00 e 12:00 horas no dia seguinte a implantacdo do eletrodo subcutaneo. Os animais foram
acoplados ao amplificador de sinal (PowerLab 8/35; ADinstruments) atraves de seus eletrodos
subcutaneos e o registro da atividade elétrica cardiaca foi realizado com o auxilio de um
software (LabChart 7). Os animais foram registrados por 20 minutos para aquisicdo de
registro basal, recebiam a microinjecao intracerebroventricular, ap6s a qual seguiam para mais

um registro de 20 minutos para aquisi¢do dos tacogramas em condicdes experimentais.

3.7. Analise da variabilidade da frequéncia cardiaca

Para a analise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) no dominio da
frequéncia, foram usados os seguintes passos, de acordo com Altimiras (1999): 1 —Separacéo
dos trechos dos registros de ECG. 2 — Separacdo dos trechos de ECG dos periodos controle
correspondentes temporalmente aos trechos selecionados anteriormente. 3 — Utilizacdo de
filtros em cada uma das janelas de ECG, de forma a eliminar artefatos que possam interferir
negativamente na realizacdo dos tacogramas. Asseguramos a utilizacdo dos filtros adequados
para que ndo haja nenhuma alteracdo na identificacdo das ondas R. Esse procedimento reduz

consideravelmente as flutuages decorrentes de artefatos de movimento. 4 — Realizagdo dos
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tacogramas. Utilizamos a interpolacdo linear para assegurarmos que os tacogramas tenham a
mesma base temporal que os ECGs originais. 5 — Utilizacdo de algoritmos matematicos para a
obtencdo dos respectivos espectrogramas de freqliéncia. No nosso caso, utilizamos a FFT
(Transformada Répida de Fourier). 6 - Nos espectrogramas utilizamos apenas as faixas de
frequéncia correspondentes aos componentes de baixa frequéncia (LF) e de alta frequéncia
(HF), representativos das modulacfes simpatica e vagal, respectivamente. As faixas utilizadas
foram: 0,2 a 0,75 Hz (LF) e 0,75 a 2,5 Hz (HF), de acordo com os trabalhos prévios (Task
Force, 1996). A analise da frequéncia foi realizada em toda a extensdo dos registros. Para a
analise estatistica, comparamos a relacdo entre os componentes de LF e HF de cada animal
nos dois periodos. Esses componentes foram obtidos através do calculo da energia média de

cada banda no intervalo de tempo determinado.

3.8. Analise estatistica dos resultados:

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk para avaliar
a distribuicdo dos dados. Os dados entdo eram submetidos a analise de variancia ANOVA
“one-way”. Resultados considerados significativos quando p<0,05. Todos os resultados s&o

mostrados em Média+SEM.
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3. Resultados

Os resultados apresentados na Figura 3 sdo referentes a média da frequéncia cardiaca
dos registros eletrocardiograficos basais e experimentais entre 0s grupos controle
(962,9+£16,84 bpm vs 321,3+12,95 bpm, respectivamente, n=10; p>0,05), glibenclamida
(339,3+10,26 bpm vs. 326,3+12,23 bpm, respectivamente, n=10; p>0,05) e diazoxido
(310,8+16,68 bpm vs 312,2+10,75 bpm, respectivamente, n=12; p>0,05), onde o tratamento
com nenhuma das drogas mostrou diferencas estatisticamente significativas entre si.

As figuras 4 a 6 mostram os resultados referentes & anélise da variabilidade da
frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia. Na Figura 4 estdo resumidos os dados da banda
de baixa frequéncia (LF, do termo em inglés, low frequency), dos registros antes e apos a
microinjecdo i.c.v. de cada grupo, seja controle (62,73+3,79 n.u. vs 56,824,534 n.u.,
respectivamente, n=11; p>0,05), glibenclamida (52,92+4,718 n.u. vs 59,08+3,771 n.u.,
respectivamente, n=13; p>0,05) ou diazéxido (50,69+10,64 n.u. vs 53,38+4,11 n.u.,
respectivamente, n=13; p>0,05) onde o tratamento com nenhuma das drogas usadas foi capaz
de evocar diferencas significativas. Na Figura 5 estdo plotados os resultados da banda de alta
frequéncia (HF, do termo em inglés, high frequency), novamente dos registros basais e
experimentais, nos grupos controle (37,27+3,79 n.u. vs 43,18+4,534 n.u., respectivamente,
n=11; p>0,05), glibenclamida (47,08+4,718 n.u. vs 40,92+3,771 n.u., respectivamente, n=13;
p>0,05) e diazdxido (49,312,951 n.u. vs 46,62+4,110 n.u., respectivamente, n=13; p>0,05).
Tampouco os diferentes tratamentos farmacoldgicos com bloqueador e ativador resultou
qualquer resultado estatisticamente significativo entre si e entre os animais tratados com

veiculo.
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Da mesma forma, os resultados da relacdo LF/HF na andlise da variabilidade da
frequéncia cardiaca, apresentados na figura 6, mostram que a administracdo
intracerebroventriulcar de veiculo (2,014+0,3312 vs 1,607+0,2891, basal e experimental
respectivamente, n=11; p>0,05), de glibenclamida (1,435+0,2695 vs 1,713+0,2516, n=13;
p>0,05) ou de diazoxido (1,133+0,1494 vs 1,416+0,2747, n=13; p>0,05), ndo levou a

qualquer alteracdo estatisticamente significante antes e apds o tratamento.
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Figura 3 Niveis de frequéncia cardiaca antes (Basal, barras brancas) e apés (Experimental, barras pretas) nos
grupos veiculo (CTR, n=10), Glibenclamida (GLB, n=10) e Diazéxido (DIAZ, n=12). Dados expressos como
média + SEM
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Figura 4 Participagdo da variacdo de baixa frequéncia (LF) no total do espectro, antes (Basal, barras brancas) e
apos (Experimental, barras pretas) nos grupos veiculo (CTR, n=11); Glibenclamida (GLB, n=13) e Diaz6xido
(DIAZ, n=13). Dados expressos como média + SEM
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Figura 5 Participagdo da variacdo de alta frequéncia (HF) no total do espectro, antes (Basal, barras brancas) e
apos (Experimental, barras pretas) nos grupos veiculo (CTR, n=11); Glibenclamida (GLB, n=13) e Diazoxido
(DIAZ, n=13). Dados expressos como média + SEM
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Figura 6 Relacdo entre as bandas de baixa e alta frequéncia (LF/HF) no total do espectro, antes (Basal, barras
brancas) e ap6s (Experimental, barras pretas) nos grupos veiculo (CTR, n=11); Glibenclamida (GLB, n=13) e
Diazéxido (DIAZ, n=13). Dados expressos como média + SEM
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4. Discussao

Estudos prévios relacionam pistas metabdlicas com o controle da atividade
cardiovascular. Condicdes de hipoglicemia, por exemplo, seja induzida por insulina ou por
restricdo alimentar é capaz de levar a respostas cardiovasculares contrarregulatérias (Fagius e
Berne, 1989; Casto et al., 1998; Chang et al., 1999). Em experimentos com humanos, Fagius
e Berne (1991) mostraram que hipoglicemia aguda induzida por administracdo sistémica de
insulina é capaz evocar uma leve alteracdo na pressdo arterial caracterizada por um aumento
da pressao pulsatil, seguindo a queda da glicose sanguinea, o que era confirmado por outros
trabalhos, onde a administragéo de insulina e concomitante hipoglicemia era capaz de elevar a
pressao arterial e a frequéncia cardiaca de forma aguda (Hilsted et al., 1984). Este resultado
de Fagius e Berne (1991) é semelhante ao que fora obtido pelo primeiro grupo com
hipoglicemia induzida por 2-deoxi-glicose (2DG), um analogo ndo metabolizavel da glicose
(Fagius e Berne, 1989). Foy e Lucas (1976), investigaram em modelos animais o efeito de
“moduladores autonomicos” frente a privagdo alimentar. Eles demonstraram que a privagédo
alimentar por si s6 ndo era capaz de levar a alteracGes da pressdo arterial média nem em
condicBes basais, nem em individuos que receberam noradrenalina e isoproterenol
endovenoso (agonista ndo-seletivo mas com preferéncia por receptores o-adrenérgicos e
agonista [-adrenérgico, respectivamente). Mas havia uma queda da pressdo arterial na
presenca de acetilcolina (agonista dos receptores colinérgicos muscarinicos),
significantemente mais acentuada nos animais privados de alimentos.

Estudos como de Casto e cols. (1998) tentaram relacionar outros fatores metabdlicos
com a atividade cardiovascular em animais. Primeiramente, eles observaram que a privagao

alimentar significantemente diminui a pressdo arterial média, corroborando com outros
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resultados, onde ainda relatam uma concomitante diminuicdo da frequéncia cardiaca (Chang
et al., 1999). Isso se deve a uma reducdo no suporte simpatico da pressao sanguinea e
aumento da sensibilidade do barorreflexo em ratos normotensos (Herlihy et al., 1992) ou
hipertensos (Overton et al., 1997). Isso contradiz resultado observado em humanos, em
relacdo ao efeito das alteracdes nas concentracfes sanguineas de glicose com o estudo da
variabilidade da frequéncia cardiaca: no estudo de Vlicek e cols (2008) com hipoglicemia
induzida por insulina em pacientes humanos, houve um aumento significativo da banda de
baixa frequéncia (LF) da variabilidade da frequéncia cardiaca, apenas 30 minutos apos a
administracdo de insulina, associado a um aumento das concentracdes plasmaticas de
adrenalina e noradrenalina bem acentuados, indicando um aumento da atividade simpatica nas
condicdes do experimento em questdo. Ainda em seu estudo, Casto e cols. (1998) mostraram
gue a administracdo central de leptina é capaz de levar a alteragdes na pressdo arterial e na
frequéncia cardiaca de forma dose dependente, e pode ter relacdo com a ativacdo de regides
hipotalamicas como hipotalamo ventromedial, dorsomedial e PVN (Elmquist et al., 1997).
Lembrando que a leptina € um hormonio peptidico produzido pelo tecido adiposo branco e é
secretado em condicGes de saciedade (Campfield et al., 1996), e a ativacdo de seus receptores
provoca a abertura dos canais Karte (Spanswick et al., 1997). Estes dados sugerem uma
interface entre o controle energético-metabdlico e o controle cardiovascular, haja visto a
necessidade de um fino controle do aporte sanguineo que chega ao coragéo.

Embora corresponda a cerca de apenas 2% do peso corporal, o cérebro é responsavel
por 25% do consumo de glicose corporal, necessitando um controle fino do aporte deste
substrato energetico (Magistretti et al., 1995). O hipotalamo, especialmente o nucleo
paraventricular, ¢ uma importante regido no controle autondémico e neurohumoral do
organismo, envolvido em diversas fungdes incluindo o controle sobre o metabolismo

energético e sobre o sistema cardiovascular (Woods et al., 1998; Ferguson et al., 2008; Watts
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e Donovan, 2010). Diversos estudos apontam que o PVN pode ser ativado em condicdes de
hipo ou hiperglicemia (Dunn-Meynell et al., 1997a; Shiraishi et al., 2000), atuando em
diferentes tipos celulares deste nicleo. Em células parvocelulares neurosecretoras (p-NS), que
estdo relacionadas com o0s eixos hipotalamicos hipofisarios, foi-se mostrado que baixas
concentracdes de glicose sdo capazes de alterar os inputs sindpticos provenientes de outros
nucleos (Song et al., 2002; Routh, 2002), enquanto no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal,
classicamente relacionado com situacfes de estresse, hipoglicemia in vivo é capaz de ativar
este eixo levando a um aumento de secrecdo do horménio liberador de corticotrofina (CRH;
Arai e Widmaier, 1991; Gorton et al., 2007). Ja em neurdnios parvocelulares autonémicos (p-
PA), foram observadas populacdes de neurbnios glicoexcitaveis (GE) e glicoinibidos (Gl),
assim como presentes em diversos outros nucleos hipotalamicos (Routh, 2002; Levin et al.,
2004; Burdakov et al., 2005b), mas também um terceiro tipo de neurdnios responsivos, que
ndo sofrem alteracdo no potencial de repouso (Vrest), Mmas tem apresentam alteracGes de
condutancia (Melnick et al., 2011). E embora todos os neurdnios GE aferentes vagais
apresentem os canais Katp, apenas 26% sdo de fato despolarizados por glicose (Grabauskas et
al., 2010). Além disso, neurdnios glicossensiveis do PVN demonstraram nédo sofrer efeito da
modulacdo farmacolégica com sulfonilureias, tampouco com ativadores do canal Katp,
indicando possivelmente outra forma de glicossensibilidade ndo dependente da participacéo
destes canais (Melnick et al., 2011).

A capacidade glicossensora dos neurdnios pode ser devido a vias metabdlicas ou ndo
metabdlicas (Burdakov et al., 2005b), resumidos na figura 1. As vias independentes de
metabolismo incluem a participacdo de um receptor eletrogénico como o SGLT (Elsas e
Longo, 1992) ou um hipotético receptor para glicose (Diez-Sampedro et al., 2003); enquanto
as vias dependentes de metabolismo, que sdo as vias dependentes do blogueio dos canais

Katp, Seja a partir de vias que se completem no proprio corpo celular do neurénio, onde se faz
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necessaria a presenca de maquinaria celular para metabolismo de glicose (Yang et al., 1999;
Burdakov et al., 2005a), ou necessitam que a glicose seja previamente metabolizada por
células gliais que, através de transportadores de cations MCT1, transferem o lactato para o
corpo celular do neurénio, que vai metaboliza-lo gerando ATP (Pellerin e Magistretti, 1994;
Pellerin et al., 2007). Neurbnios GE do hipotalamo mediobasal (Yang et al., 1999; Ainscow
et al., 2002) e neurdnios hipotalamicos orexigénicos (Parsons e Hirasawa, 2010) ja foram
descritos como sendo “sensiveis a lactato”. No caso dos neurdnios glicossensiveis do PVN,
como mostrado por Melnick (2011), por ndo apresentarem alteracdo pela manipulacdo
farmacologica por bloqueadores e ativadores do canal Katp, as vias metabolicas parecem nao
responder como o PVN pode perceber as alteragdes da glicemia do fluido cerebrospinal.

O canal Katp consiste um importante mecanismo de protecéo celular durante periodos
de privacdo metabdlica, sendo ativados em situacdes de hipoxia e isquemia (Hu et al., 2003),
protegendo coracdo, musculatura esquelética e o proprio SNC de lesdes isquémicas (Nichols e
Lederer, 1991; Pang et al., 1997; Yamada e Inagaki, 2002). A isquemia leva a um acimulo de
adenosina em cérebro, rins e coragdo (Mubagwa et al., 1996; Mubagwa e Flameng, 2001;
Nieber et al., 1999; Reshef et al., 1998; Shryock e Belardinelli, 1997), e a ativacdo de
receptores A1 em neurénios do PVN, que, por vias celulares ainda a serem definidas, causam
a abertura dos canais Katp (Lee e Koh, 2009; Li et al., 2010). Ademais, o papel de protecéo
celular desempenhado pelo canal Katp pode estar relacionado com sua localizagdo no corpo
celular, seja na superficie (sKatp), levando a despolarizacdo da célula, como os canais
localizados na membrana mitocondrial interna (mitoKatp), levando a uma despolarizacéo da
organela, o que contribui para seus mecanismos protetores (Balanyi, 2004; Yamada e Inagaki,
2005). Os neurdnios de mamiferos tém baixa toleréncia a diminui¢do da glicemia (Hansen,
1985; Haddad e Jiang, 1993) e em diversos neur6nios, a hipoglicemia pode levar a uma

hiperpolarizacdo aguda induzida por canais para K" (Misgeld e Frotscher, 1982, Hansen,
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1985; Haddad e Jiang, 1993), seja por canais para K* dependentes de Ca?" como em
neurdnios hipocampais (Leblond e Krnjevic, 1989; Nowicky e Duchen, 1989) ou por canais
Katp de superficie (Mourre et al., 1989; Luhman e Heinemann, 1992; Kulik et al., 2002). Esta
hiperpolarizacdo diminui a atividade neuronal e o fluxo ibnico transmembrana, atenuando a
atividade de bombas de ion, o que consome 50% da energia do SNC (Hansen, 1985;
Hochachika, 1986).

A auséncia de alteracdo nos parametros analisados ap0s a administracdo central de
glibenclamida ou diazéxido condizem com o que as informacdes que a literatura traz. Ainda,
em trabalhos ja citados de Nishimura e cols, as alteracdes na pressao arterial e na secrecéo de
vasopressina ndo foram observadas em condicdes basais, somente com desafios como ligacédo
bilateral das carétidas (1995b) ou em ratos espontaneamente hipertensos submetidos a hipoxia
(1995a) é que alguma alteracdo foi evocada, reforcando um possivel papel neuroprotetor dos
canais Katp, a0 invés de um papel primariamente glicossensivel.

Desta forma, a falta de resposta quanto a microinjecdo intracerebroventricular de
gliblenclamida ou de diazoxido pode ser devido a falta de um desafio que pudesse evocar
alguma condicdo de hipdxia ou hipoglicemia, tais como ligacdo bilateral das carétidas ou
privacdo alimenta por 48h. O local de administracdo das solugdes, ainda que fosse i.c.v.,
também pode ter sido um fator de interferéncia. Embora microinjecdes intracerebroventricular
sejam feitas visando uma distribuicdo por todo liquido cerebroespinal, chegando as regibes
desprovidas de barreira hematoencefélica, como area postrema (AP) e 6rgdo subfornical
(SFO), que por sua vez mantém projecdes para diversas areas hipotalamicas, como o préprio
PVN (Fry e Ferguson, 2007). Estes 0rgdos circunventriculares ja mostraram ter seus proprios
mecanismos glicosensiveis (Funahshi e Adachi, 1993) e esta pode ser uma das formas pelas
quais estes nucleos sdo influenciados pelas alteracdes glicémicas do organismo. Entretanto, a

estrutura molecular das drogas dificulta sua diluicdo em solucéo fisioldgica isotonica (NaCl
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0,9%), que ¢ quando se faz necessaria o auxilio de uma B-ciclodextrina para facilitagdo da
dissolugdo da droga, no caso o composto comercial Molecusol (B-ciclodextrina) a 5%, nédo
permitia uma diluicdo muito boa, podendo ter havido uma precipitacdo da droga no local de
administracdo, que foi a razdo de termos escolhido o terceiro ventriculo nas coordenadas que
usamos, que era proxima ao PVN. Uma microinjecdo diretamente no nucleo paraventricular
seria mais fidedigno para que nos possamos relacionar estas auséncias de alteracdo de fato ao

PVN.
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5. Conclusdo

A manipulagdo farmacoldgica intracerebroventricular dos canais Katp ndo é capaz de
alterar a atividade autonémica cardiaca nas condi¢des basais em que este experimento foi
realizado. Isto parece estar de acordo com a literatura, uma vez que ainda ndo foi atribuida a
capacidade glicossensivel dos neurénios do PVN ao canal Katp, apesar dos mesmos ja terem
sido revelados presentes neste nicleo e a quantidade de resultados ainda seja pouca. Ainda,
ndo se pode descartar a participagdo deste canal no hipotadlamo a atividade autonémica
cardiovascular, visto que situacdes de desafio podem ser o estimulo necessario para que 0s

canais Katp tenham sua funcéo revelada.
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8. Apéndice

Tabela 1 Frequéncia Cardiaca

Controle Glibenclamida Diazéxido

Animal Basal Experimental Animal Basal Experimental Animal Basal Experimental
2 302,4 355,3 1 346,9 331,6 4 278,4 284.,0
6 334,6 337,6 3 343,0 327,0 7 270,1 274,1
12 245,3 286,5 5 335,0 311,7 10 403,5 405,2
16 260,1 284,2 9 374,1 404,4 11 250,1 263,0
20 2945 312,8 13 349,7 339,0 16 365,4 315,4
27 227,9 352,4 15 390,9 350,4 17 374,9 317,4
30 372,3 375,8 18 323,7 309,1 19 346,6 337,2
33 279,5 258,7 21 350,9 3114 23 352,9 318,0
35 264,6 279,0 22 283,1 253,5 26 303,1 335,2
38 387,7 387,9 25 296,1 283,5 28 208,3 303,8
34 286,9 287,5
37 289,1 305,1

MédiatEPM 296,91+16,84 323+14,2 MédiatEPM 339,3+10,26 322,2+12,72 MédiatEPM 310,8116,68 312,2+10,75
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Tabela 2 Dados brutos da analise espectral da frequéncia cardiaca dos animais do grupo controle

BASAL Experimental
Animal LF% HF% LF (nu) HF (nu) LF/HF LF% HF% LF (nu) HF (nu) LF/HF
2 37 35 54 46 1,2 38 28 61 39 1,6
6 29 38 50 50 1,0 24 43 43 57 0,8
12 30 8 78 22 3,5 41 22 69 31 2,2
16 34 29 56 44 1,3 19 7 75 25 3,0
20 26 7 78 22 3,5 27 8 73 27 2,7
24 18 5 75 25 3,0 20 27 52 48 1,1
27 22 7 76 24 3,2 22 7 75 25 3,0
30 23 14 68 32 2,1 31 51 38 62 0,6
33 37 41 49 51 1,0 35 34 55 45 1,2
35 34 45 46 54 0,9 27 34 51 49 1,0
38 28 25 60 40 1,5 28 58 33 67 0,5
MédiatEPM 28,9+1,9 23,1¥4,6 62,7+3,8 37,3+3,8 2,4+0,32 | 29,4+2,2 29i#5,6 56,8%4,5 43,2+4,5 2,04%+0,33
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Tabela 3 Dados brutos da analise espectral da frequéncia cardiaca dos animais do grupo glibenclamida

BASAL Experimental
Animal LF% HF% LF (nu)  HF (nu) LF/HF LF% HF% LF (nu)  HF (nu) LF/HF
3 32 37 51 49 1,0 25 17 66 34 1,9
5 22 6 76 24 3,2 10 8 69 31 2,2
8 24 65 27 73 0,4 27 10 75 25 3,0
9 41 19 70 30 2,3 33 41 47 53 0,9
13 27 30 57 43 1,3 26 59 35 65 0,5
15 33 13 70 30 2,3 33 10 77 23 3,3
18 21 56 33 67 0,5 25 29 52 48 1,1
21 24 19 57 43 1,3 32 20 68 32 2,1
22 30 56 35 65 0,5 36 45 45 55 0,8
25 20 20 59 41 1,4 13 6 70 30 2,3
29 29 9 75 25 3,0 23 14 68 32 2,1
32 30 55 36 64 0,6 40 45 48 52 0,9
36 34 49 42 58 0,7 32 40 48 52 0,9
MédiatEPM | 27,2+1,8 32,554  52%4,5 4814,5 1,8+0,31 274+2,2  25,4+4,6 59,8+3,6 40,21+3,6 2,2+0,27
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Tabela 4 Dados brutos da analise espectral da frequéncia cardiaca dos animais do grupo diazoxido

BASAL Experimental
Animal LF% HF% LF(nu)  HF(nu)  LF/HF LF% HF% LF(nu)  HF(nu)  LF/HF
1 14 21 40 60 0,7 23 12 69 31 2,2
4 30 38 47 53 0,9 31 33 52 48 1,1
7 31 52 38 62 0,6 29 48 41 59 0,7
10 28 17 66 34 19 19 17 60 40 1,5
11 35 32 54 46 1,2 34 15 69 31 2,2
14 33 47 41 59 0,7 16 46 27 73 0,4
17 26 30 45 55 0,8 29 28 53 47 1,1
19 37 26 60 40 1,5 32 8 80 20 4,0
23 26 24 57 43 1,3 34 48 43 57 0,8
26 41 17 70 30 2,3 21 14 67 33 2,0
28 38 48 44 56 0,8 36 43 46 54 0,9
34 33 51 40 60 0,7 35 48 43 57 0,8
37 32 28 57 43 1,3 32 43 44 56 0,8
MédiazEPM | 32,5+1,6 34,2+3,7 51,6+3,1 48,4+3,1 1,55%0,21| 29+1,9 32,6%4,5 52,1+4,2 47,942 1,610,33
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