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RESUMO

Em condi¢des de hipdxia (redugado da pressao parcial de oxigénio), respostas
reflexas de aumento da ventilagdo pulmonar, aumento da pressao arterial e
diminuicdo da frequéncia cardiaca sao observadas com o objetivo de aumentar os
processos de trocas gasosas e perfusdo tecidual. Para que essas respostas reflexas
a hipdéxia ocorram, quimiorreceptores periféricos sdo ativados pela reducédo da
pressao parcial de oxigénio arterial e enviam sinais excitatérios para o sistema
nervoso central, promovendo a excitagao de importantes nucleos cerebrais envolvidos
com o controle das atividades respiratoria, simpatica e parassimpatica. Evidéncias
experimentais sugerem que os neurbnios do complexo parabraquial/Koélliker-Fuse
(PBN/KF), importante regiao respiratéria localizada na porgao dorsolateral da ponte,
contribuem para o processamento das respostas cardiorrespiratorias do
quimiorreflexo. Contudo, os neurotransmissores envolvidos ainda nao foram
explorados. No presente projeto, exploraremos a hipétese de que a neurotransmissao
glutamatérgica da regidao PBN/KF é importante para a manutengao da ventilacdo basal
e para o processamento das respostas ventilatorias a hipoxia. Para tanto, utilizamos
a técnica de microinjegcao de agonistas e antagonistas dos receptores de L-glutamato
no PBN/KF de animais anestesiados e nao anestesiados, avaliando parametros
ventilatorios (eletromiografia dos musculos diafragma e abdominal em animais
anestesiados; e frequéncia respiratéria, volume corrente e ventilagdo minuto em
animais nao anestesiados) e parametros cardiovasculares (pressao arterial e
frequéncia cardiaca em ambas condi¢des experimentais) em condi¢gdes de repouso
ou em situacdes de estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos (com cianeto de

potassio). Nossos dados mostram que nos animais anestesiados houve uma redugao



da amplitude da atividade do diafragma, e aumento da presséao arterial com a injecéo
unilateral de L-glutamato no PBN/KF, e uma reducado da frequéncia respiratéria,
causada por um aumento do tempo inspiratorio, apds a microinjecao bilateral de acido
quinurénico, um antagonista glutamatérgico ionotropico. Nos animais nao
anestesiados houve uma reducao da frequéncia respiratoria, produzindo uma redugao
da ventilagdo, e uma reducédo da pressao arterial nos primeiros 5 minutos apos a
injecdo de acido quinurénico bilateralmente no PBN/KF. Em ambos modelos
experimentais nao houve alteracdo na amplitude das respostas a hipdxia, sugerindo
que a neurotransmissao glutamatérgica ionotrépica no complexo nao participa do
processamento das respostas cardiorrespiratorias a ativagao dos quimiorreceptores
periféricos, porém participa do controle basal dos parametros cardiorrespiratorios.
Ainda sao necessarios mais estudos para elucidar a participacdo do PBN/KF no

controle cardiorrespiratério.

Parlavras-chave: Hipoxia, Kolliker-Fuse, glutamato, controle

cardiorrespiratério.



INTRODUGAO

A manutengéo das pressdes parciais de oxigénio (PaO2) e didxido de carbono
(PaCOz2) no sangue arterial dentro de uma faixa estreita de variacéo € essencial para
o correto funcionamento do organismo. Para tanto, mecanismos reflexos complexos
monitoram constantemente as pressdes parciais dos gases no sangue e deflagram
alteracbes nas fungdes respiratoria e cardiovascular em situagcdes de desequilibrios
(Milsom, 2010). Em casos como na apneia obstrutiva do sono (AOS), uma patologia
onde os musculos das paredes da laringe relaxam durante o sono de forma a reduzir
ou bloqueiar a passagem de ar para os pulmdes, as trocas gasosas s&o
comprometidas, reduzindo a PaO:2 e resultando numa situagcdo de hipoxemia. Para
impedir que os niveis de O2 no sangue cheguem a niveis criticos, ajustes
cardiorrespiratérios sao feitos para restaurar novamente a pressao parcial dos gases

adequadas (Zoccal et al., 2009), evitando lesdes nos tecidos (Lopez-Barneo, 1996).

Em mamiferos, a pressao parcial dos gases & monitorada por células
quimiossensiveis (células glomus), localizadas, principalmente nos corpusculos
carotideos, na bifurcacdo das artérias carétidas (Lahiri et al., 2006). Estas células,
também chamadas de quimiorreceptores periféricos, estas células enviam sinais ao
sistema nervoso central (SNC) em situagdes de reducdes na PaO2 (Lopez-Barneo,
1996; Barros et al., 2002), promovendo o recrutamento de grupamentos neuronais
para ativacdo de respostas cardiorrespiratérias reflexas (Koshiya e Guyenet, 1996;
Moraes, Zoccal, et al., 2012b). Em situagdes de hipdxia, a resposta respiratoria se da
por um aumento da ventilagdo pulmonar (Powell et al., 1998; Teppema e Dahan,
2010), decorrente de uma elevagdao da frequéncia respiratéria associada a um
aumento da amplitude de contracbes musculares inspiratérias (diafragma) e

expiratorias (musculos abdominais) (Moraes, Dias, et al., 2012). No sistema
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cardiovascular ocorre, simultaneamente, um aumento da atividade simpatica e
parassimpatica (Braga et al., 2007; Moraes, Zoccal, et al., 2012a), resultando em um
aumento da presséo arterial e diminuicdo da frequéncia cardiaca (Haibara et al., 1995;
Haibara et al., 1999). Apesar das respostas reflexas a hipdxia estarem bem
caracterizadas, as vias neuronais € 0s mecanismos neuroquimicos envolvidos no

processamento destas nao estdo completamente elucidados.

Estudos evidenciam que os quimiorreceptores periféricos fazem suas primeiras
sinapses no SNC em um ndcleo localizado na porgdo dorso-medial do bulbo,
conhecido como nucleo do trato solitario (NTS) (Mifflin, 1992). A partir do NTS, as
informacdes sao transmitidas para outras regides envolvidas com a geragao e controle
respiratorio (Machado, 2001), como aquelas localizadas na superficie ventral do bulbo
e, que compdem a coluna respiratdria ventral (ventral respiratory column, VRC), como
os complexos Botzinger (B6tC) e pré-Botzinger (pré- BotC)(Moraes, Zoccal, et al.,
2012b), onde se localizam neurdnios geradores da respiracdo, e os neurbnios pré-
motores dos grupos respiratérios ventrais rostral (rVRG) e caudal (cVRG)(Alheid et
al., 2011). Dessa forma, sugere-se que as projegdes enviadas do NTS para o VRC
desencadeiam a estimulagédo dos neurdnios expiratérios e inspiratorios, promovendo
um aumento da atividade do nervo frénico, estimulando a atividade inspiratéria, e dos
nervos motores abdominais, estimulando a expiragdo, em resposta a hipoxia (De
Castro et al., 1994; Molkov et al., 2010; Moraes et al., 2011). Também ha evidencias
de projecdes dos neurdnios do NTS, que recebem aferéncias de quimiorreceptores
periféricos, para os neurénios quimiossensiveis do nucleo retrotrapezoide (Takakura
et al., 2006), os quais tem influéncia na geracédo de padrao respiratorio (Guyenet et
al., 2008; Morschel e Dutschmann, 2009), pois também se conectam aos neurdnios

respiratorios da VRC (Rosin et al., 2006; Abdala et al., 2010), podendo contribuir para
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a resposta a hipoxia. Estudos também mostram proje¢cdées do NTS para os neurbnios
respiratorios da regiao dorsolateral da ponte (Rosin et al., 2006; Guyenet et al., 2008;
Morschel e Dutschmann, 2009; Abdala et al., 2010). Entretanto o papel dos nucleos

pontinos na geracao da resposta ventilatoria a hipoxia ainda nao foi esclarecida.

Nos parametros cardiovasculares, a ativagéo dos quimiorreceptores periféricos
promove uma ativagdo dos neurdnios no NTS, por meio da liberacdo do
neurotransmissor L-glutamato, os quais, por sua vez, enviam proje¢des para
neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos, localizados, principalmente, no nucleo
ambiguo (NA), promovendo a resposta bradicardica (Haibara et al., 1995). Ja a
resposta pressorica se da pelo aumento da atividade simpatica para os vasos
sanguineos (Braga et al., 2007) decorrente, pelo menos em parte, de projecdes
monossinapticas exitatorias do NTS para a regido rostroventrolateral do bulbo (rostral
ventrolateral medula, RVLM), onde ha neurbnios responsaveis pela geracdo da
atividade simpatica (Aicher et al., 1996; Koshiya e Guyenet, 1996). Entretanto ha
evidéncias de outros grupos neuronais do hipotalamo e do tronco cerebral no
processamento da resposta simpato-excitatéoria a hipdxia, como o nucleo
paraventricular do hipotalamo (Olivan et al., 2001), regido da Raphe (Gargaglioni et
al., 2003), e os nucleos da ponte, como o nucleo parabraquial (PBN) (Haibara et al.,
2002) e a regiao A5 (Koshiya e Guyenet, 1994). Com isso, podemos concluir que a

ativagao simpatica da resposta a hipoxia envolve uma complexa rede neuronal.

Em estudos recentes, ha evidéncias de uma interagao do sistema respiratorio
no processamento simpato-excitatério a hipdxia (Dick et al., 2004), mostrando que a
rede respiratoria do tronco cerebral interage com o sistema simpatico-respiratorio
produzindo oscilacdes ritmicas na atividade simpatica vasomotora a cada ciclo

respiratorio (Adrian et al., 1932; Barman e Gebber, 1980; Zhong et al., 1997), podendo
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ser decorrente de uma comunicagao entre os neurdnios respiratérios do bulbo com
neurénios simpaticos do RVLM (Haselton e Guyenet, 1989; Sun et al., 1997; Molkov
et al., 2011). No estado basal (em repouso), o acoplamento simpato-excitatério é
caracterizado por aumentos fasicos da atividade simpatica durante a fase inspiratdria,
com pico de atividade no final da inspiragéo / inicio da expiragao (Zoccal et al., 2009),
enquanto que, durante situagdes de hipdxia, o acoplamento entre as atividades
simpatica e respiratoria € alterada pelos quimiorreceptores periféricos, promovendo
aumento da atividade simpatica principalmente durante a fase expiratéria (Dick et al.,
2004; Mandel e Schreihofer, 2009; Costa-Silva et al., 2010), conforme a figura 1.
Portanto, sugere-se que a ativacdo de grupamentos neuronais envolvidos na geragao
da atividade expiratéria seja importante para o processamento/modulacéo da resposta
simpato-excitatéria do quimiorreflexo periférico através de comunicacdes sinapticas

entre neurdnios expiratérios e simpaticos (Sun et al., 1997; Molkov et al., 2011).
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pFRG), localizado rostral a VRC e ventral ao nucleo facial, que possui envolvimento
com o controle da atividade motora expiratoria, especialmente para a geragao de
padréo respiratério ativo (Janczewski e Feldman, 2006; Pagliardini et al., 2011). Tal
regiao contém neurdnios expiratorios que, aparentemente, enviam projecdes aos
neurénios expiratérios pré-motores da VRC (Abdala et al., 2009; Molkov et al., 2010).
Em situagbes de hipoxia, estes neurbnios sao ativados, podendo, desta forma,
contribuir para a promog¢ao da contracao dos musculos abdominais, com finalidade de
aumentar o volume corrente. Apesar de seu importante papel no processamento da
resposta a hipdxia, estudos anteriores do nosso laboratério mostram que a inibigao
farmacolégica do RTN/pFRG nao modificou a magnitude e o padrao expiratério da
resposta simpato-excitatoria a ativacdo dos quimiorreceptores periféricos (Moraes,
Dias, et al., 2012), sugerindo o envolvimento de outros grupos neuronais envolvidos
na geragao da expiragao, que possam contribuir na modulagao da resposta simpatica
a hipoxia.

Outra regido com importante atuacdo no controle da atividade expiratéria € o
complexo parabraquial/Kdlliker-Fuse (PBN/KF) (Rybak et al., 2004), localizado na
porcao dorsolateral da ponte. Por possuir neurénios essenciais para o controle da
transicdo da inspiragao para a expiracado (Moérschel e Dutschmann, 2009), sugere-se
que os neurbnios respiratérios do PBN/KF fornecam um ténus excitatorio para
neurdnios expiratérios, do tipo pds-inspiratério (post-1), do BotC (Smith et al., 2007;
Molkov et al., 2010). Em estudos recentes foi evidenciado que o PBN/KF também
recebe projecdes excitatérias monossinapticas do NTS, sugerindo o seu envolvimento
com o processamento das informagdes do quimiorreflexo periférico (figura 2) (Song et
al., 2011). Além disso, estudos anteriores do nosso laboratério mostram que a

ativagao dos quimiorreceptores periféricos promove um grande aumento da atividade
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poOs-inspiratoria do nervo vago (Costa-Silva et al., 2010) (figura 3), fato que pode estar
diretamente relacionado a ativagcdo dos neurdnios respiratérios do PBN/KF
(Dutschmann e Paton, 2002; Paton e Dutschmann, 2002; Rybak et al., 2004; Morschel
e Dutschmann, 2009; Abdala et al.,, 2010). Ademais, através de microinje¢cdes de
muscimol, um agonista dos receptores GABAérgico do tipo a, no PBN/KF promoveu
reducao da resposta ventilatéria a hipoxia (Damasceno et al., 2014). Tais evidéncias
sugerem que os neurénios respiratérios do PBN/KF fazem parte das vias neurais do
quimiorreflexo periférico. Contudo, ainda falta evidenciar o neurotransmissor
envolvido. Outros estudos realizados no nosso laboratério também evidenciam que a
resposta simpato-excitatéria do quimiorreflexo esta relacionada ao aumento da
atividade vagal, conforme a figura 3 (dados n&o publicados). Tais resultado sugerem
que os neurdnios do PBN/KF possam também contribuir para o processamento e
modulagdo simpato-excitatéria do quimiorreflexo, considerando que ha ligagcbes

diretas e indiretas (via BotC) do PBN/KF aos neurdnios simpaticos do RVLM (Molkov

et al., 2011).

Figura 2. Desenho esquematico mostrando as vias

de processamento do quimiorreflexo pelos
neurénios do NTS para a ponte dorsolateral, tanto
por via direta ou por via medula ventrolateral
(ventrolateral medula, VLM), ou regiao do A5. Linha
vermelha: projegdo direta; Linha pontilhada azul:
representa projecdes secundarias; Linha pontilhada
grossa: aferéncia dos quimiorreceptores periféricos;
Numero sete: nucleo facial; A5: neurbnios
catecolaminérgicos do grupo A5; AMB: nucleo
ambiguo (ambiguous nucleus); scp: pedunculo
cerebelar superior (superior cerebelar peduncle)
(Song et al., 2011)

-

Peripheral H o
chemoreceptors fsssssn*®’
{Carotid bodies)




™ ™, X N .
‘\_‘.\-\ -F\.-\\ P . i A - \_\ \ .
Y VA i Y R e WY
Atividade do
Nervo Vago MW
4 A 4

Atividade Y U

Simpatica

;’ n [aY

— e et b)) A e e e

Atividade do

Nervo Frénico |‘ ' . I '. I || Il ' '

Ativagao do 1s
quimiorreflexo

15

Figura 3. Registros das
atividades do nervo vago,
simpatico e frénico, de uma
preparacido descerebrada in
situ  (Zoccal et al, 2009),
mostrando as respostas
respiratérios e simpaticas a
ativacao dos quimiorreceptores
periférico, bem como o
acoplamento entre 0s
aumentos da atividade vagal e
simpatica  (indicado  pelas
setas). Dados nao publicados.

Considerando as hipbteses apresentadas anteriormente, no presente estudo,

investigamos o envolvimento do neurotransmissor L-glutamato na ativagdo dos

neurdnios do PBN/KF pelo quimiorreflexo, sendo este neurotransmissor envolvido no

controle da atividade pds-inspiratoria (Morschel e Dutschmann, 2009). Para tal,

utilizamos a técnica de microinjegdes no tronco cerebral de animais anestesiados e

nao anestesiados,

registrando, simultaneamente, parametros cardiovasculares

(pressao arterial e frequéncia cardiaca) e respiratorios (eletromiografia dos musculo

diafragma e abdominal, frequéncia respiratoria e volume corrente). Os modelos de

animal anestesiado e ndo anestesiado foram utilizados de forma complementar, para

permitir uma melhor avaliagdo dos parametros ventilatorios.

DESENVOLVIMENTO

Animais e aprovacgdo do Comité de Etica

Neste trabalho utilizamos ratos Holztman adultos (270-320 g), provenientes do

Biotério da faculdade de Odontologia de Araraquara, Campus da UNESP Araraquara.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (maximo de 5 animais por caixa), em
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condi¢cdes controladas de temperatura (22+1 °C), umidade (50-55%), ciclo claro-
escuro de 12 h (luzes acesas as 07:00hs) e com agua e ragéo ad libitum. Todos os
protocolos experimentais foram aprovados pela Comissao de Etica no Uso de Animais

da Faculdade de Odontologia da UNESP, campus Araraquara (protocolo 02/2014).

Drogas e dosagens

Uretana (i.p.) 1,2 g/Kg, solugéo de 20% (pH 7,2 - 7,4)
Cetamina (i.p.) 100 mg/kg
Xilazina (i.p.) 20 mg/kg
Pentobarbital (i.v.) 100 mg/Kg
Pentabidtico Veterinario (i.m.) 0,1 mL, 1.200.00 Ul
Anti-inflamatério (subcutaneo) 0,1mL
L-glutamato 25 mM; 100 nL
Acido quinurénico 40 mM; 100 nL
KCN (i.v.) 130 pg/Kg

Procedimentos em Animais anestesiados

-Cirurgia

Previamente aos experimentos, os animais foram anestesiados com uretana
(i.p., 1,2 g/Kg, solugéo de 20%; Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, EUA) com pH 7,2-7 ,4;
ajustado com bicarbonato de sodio. O nivel da anestesia foi monitorado
continuamente durante todo o procedimento experimental, sendo verificado pela

auséncia dos reflexos corneal e de retirada ao pingamento da pata. Quando
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necessario, uma dose suplementar de anestésico foi administrada (10-20% da dose
inicial) a fim de manter a anestesia em niveis adequados. Apdés a indugédo da
anestesia, os animais foram colocados em uma mesa cirurgica em decubito dorsal e
um cateter de polietileno foi introduzido na veia femoral dos animais com o objetivo de
permitir a administragdo (1 mL/h) intravenosa de uma solugdo de Ringer (em mM:
NaCl, 125; NaHCO3, 24; KClI, 5; CaCl2, 2.5; MgS04, 1.25; KH2PO4, 1.25; Glicose,
10; lactato 2) com o objetivo manter a balango de fluido e o equilibrio acido-base do
animal. Outro cateter de polietileno foi introduzido na aorta abdominal, através da
artéria femoral, para o registro dos parametros cardiovasculares. Apds esses
procedimentos, uma incisao foi feita medialmente na regido do pescogo, para expor a
traqueia e isolar os nervos vagos direito e esquerdo, seccionando 0s nervos vagos,
em nivel distal a bifurcacdo das carétidas, e realizando uma traqueostomia para
facilitar a respiragcao (Lemes e Zoccal, 2014). Em seguida, pequenas incisdes foram
realizadas na parede abdominal, para o posicionamento de eletrodos bipolares de
prata nos musculos abdominais obliquos e no diafragma, permitindo a avaliagdo das
atividades motoras inspiratoria e expiratéria (Lemes e Zoccal, 2014). O cateter arterial
foi conectado a um transdutor de pressao (Grass Instrument, modelo PT300, Warwick,
EUA), o qual, por sua vez, esteve conectado a um amplificador (Bridge Amp,
ADInstruments, Australia). A captacdo dos sinais da presséo arterial pulsatil foi
realizada por um sistema de aquisigdo (PowerLab 4/25, ML845, ADInstruments) e
digitalizados em um microcomputador a uma frequéncia de aquisi¢do de 2 kHz através
de software especifico (Chart Pro, ADInstruments). Os sinais elétricos gerados pelos
musculos abdominal e diafragma foram filtrados (0,05 — 2 KHz), amplificados (2 kHz),

digitalizados por meio de um sistema de aquisicdo (PowerLab 4/25, ML845,



18

ADInstruments) e adquiridos em um computador (Chart Pro, ADInstruments), a uma

frequéncia de amostragem de 2KHz

-Microinjegoes no PBN/KF

Apods a instrumentacdo dos animais, estes foram fixados em um aparelho
estereotaxico (David Kopf, EUA) por meio de duas barras auriculares, para a
realizacdo de microinjegcdes de drogas na regido do PBN/KF. A torre do estereotaxico
foi posicionada na posi¢ao vertical (angulagdo zero), e neste foi fixado uma agulha
injetora, confeccionadas a partir de uma agulha gengival (30 G) conectada a uma
microseringa. A agulha injetora, com auxilio do atlas de Paxinos e Watson (1998), foi
posicionada seguindo os seguintes parametros estereotaxicos: anteroposterior (AP)
de -9,0 mm a partir do bregma, lateral (L) de £2,5 mm a partir da linha média, e dorso
ventral (DV) de -5,9 mm a partir da dura mater. No ponto de introducédo da agulha
injetora foi feito um orificio na calota craniana utilizando uma broca odontoldgica,
permitindo o acesso ao SNC. Durante o procedimento cirirgico e durante os
experimentos os animais foram mantidos sobre uma manta térmica para manter a

temperatura corporal em 37 °C.

-Protocolo Experimental

Para avaliar o papel da neurotransmissdo glutamatérgica do PBN/KF no
controle cardiorrespiratorio basal, inicialmente, L-glutamato foi microinjetado
unilateralmente no PBN/KF (25 mM, 100 nL; Sigma-Aldrich, EUA), utilizando uma
seringa de Hamilton de 1 pL (Hamilton, Reno, NV) conectada por meio de um tubo de
polietileno PE-10 a agulha injetora. Em seguida, microinje¢des de acido quinurénico
(40 mM, 100 nL; Sigma-Aldrich, EUA), um antagonista ndo seletivo dos receptores

ionotropicos do glutamato, foi realizado bilateralmente no PBN/KF, na mesma posigao
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que foi injetado o L-glutamato, e as respostas cardiorrespiratérias foram monitoradas

por 60 min.
L-glutamato
Registro 10 min 10 min 30 min
Basal

Figura 4. llustracido do protocolo experimental de animais anestesiados, mostrando o
registro basal (quadrado branco) com uma injecao de L-glutamato, e as demais intervalos de
tempo (quadrados verdes) analisados do registro.

Procedimentos em Animais ndo anestesiados

-Implante de canulas-guia em diregao ao complexo Parabraquial/

Kolliker-Fuse (PBN/KF)

Os animais utilizados nestes experimentos foram anestesiados com cetaminna
(100 mg/kg, i.p.) e xilazina (20 mg/kg i.p.), tricotomizados e submetidos a uma cirurgia
estereotaxica para implante de canulas-guia de ago inoxidavel (12 mm),
confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas (27 x 0,7 mm), direcionadas ao
PBN/KF. As canulas-guia foram fixadas em um suporte préprio na torre do
estereotaxico. Inicialmente foi realizada assepsia e uma inciséo no local do escalpo e

no tecido celular subcutaneo, expondo a porgao superior do cranio. Apés o ajuste de
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posicionamento da cabeg¢a do animal e determinagdo do ponto de entrada das
canulas, o cranio foi perfurado utilizando uma broca odontolégica. A torre
estereotaxica foi posicionada na posigao vertical, e, com o auxilio do atlas Paxinos e
Watson (1998), seguindo os seguintes parametros estereotaxicos: anteroposterior
(AP) de -9,0 mm a partir do bregma, lateral (L) de £2,5 mm a partir da linha média, e
dorso ventral (DV) de -5,3 mm a partir da dura mater. As canulas foram fixadas na
cabeca dos animais com microparafusos de aco inoxidavel e resina acrilica de uso
odontoldgico; e ocluidas com um mandril de ago inoxidavel. Ao final da cirurgia os
animais receberam uma dose profilatca de Pentabidtico Veterinario intramuscular
(associagao de penicilina e estreptomicina, 1.200.00 Ul, Fort Dodge, Campinas, SP,

Brasil) e Anti-inflamatério subcutaneo.

-Registro dos parametros respiratoérios e cardiacos

Cinco dias apos a estereotaxia, os animais foram anestesiados novamente,
com cetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina (20 mg/kg, i.p) para o implante de canulas
de polietileno (PE-10 conectado ao PE-50, Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA) na
aorta abdominal, por meio da artéria femoral, e na veia femoral, para o registro da
pressdao arterial pulsati (PAP) e administracdo intravenosa de drogas,
respectivamente. As canulas foram preenchidas com solucéo fisiolégica e obstruidas
na extremidade livre do PE-50 com pinos de metal. Apds, os cateteres foram
exteriorizados subcutaneamente no dorso do animal, os quais permaneceram em
plenas condi¢des de livre movimentacdo. No dia seguinte ao implante dos cateteres,
quando os animais estiveram recuperados da anestesia e adaptados a sala de
registros, o cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressdo (MLT0380,
ADInstruments, Bella Vista, Australia), o qual, por sua vez, esteve conectado a um

amplificador (Bridge Amp, ML221, ADInstruments). Os sinais da PAP foram adquiridos



21

por um sistema de aquisi¢cao (PowerLab 4/25, ML845, ADInstruments) e registrados
em um computador a uma frequéncia de aquisicao de 2 kHz por meio de um software
apropriado (Chart Pro, ADInstruments). Os valores da pressao arterial média (PAM) e
da frequéncia cardiaca (FC) foram derivados a partir dos sinais da PAP utilizando o

software de aquisigao (Chart Pro, ADInstruments).

A ventilagao também foi avaliada pelo método de pletismografia de corpo inteiro
(Bartlett Jr e Tenney, 1970). Para tanto, o animal foi colocado em uma camara de
acrilico (volume 4L), adequadamente vedada, na qual as oscilagbes de presséao
causadas pela respiragao, decorrente da variagao de temperatura do ar inspirado
(~25°C) e expirado (~37°C), sao registrados simultaneamente com o registro de
parametros cardiacos. Posteriormente os cateteres arterial e venoso eram
exteriorizados através de um orificio na tampa, vedado com vaselina, Os parametros
respiratorios foram registrados por um transdutor de alta sensibilidade ligado a camara
(ML141 Spirometer, PowerLAB, ADInstruments, Bella Vista, Australia). Os sinais
foram adquiridos por um sistema de aquisicido (PowerLab 4/25, ML845,
ADInstruments) e registrados com frequéncia de aquisicao de 1kHZ por meio de um

software (Chart Pro, ADInstruments).

Os valores de frequéncia respiratoria (fR) foi derivado a partir do tempo entre
sucessivos ciclos respiratorios e expressos em ciclos por minuto (cpm). Para a medida
do volume corrente (VT), os valores da amplitude dos ciclos respiratorios seréao

quantificados e aplicados a equagéao abaixo (Drorbaugh e Fenn, 1955):

PT (Tc(PB — PA))
Vt = VK * — %
Pk Tc(PB — PA) — TA(PB — PC)

Onde Vk corresponde ao volume injetado para calibracao; PT, alteracdo da presséao

associada a cada ciclo respiratorio; Pk, alteracdo da pressao associada ao volume de
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ar injetado para calibragao; TC, temperatura corporal do animal; TA, temperatura do
ar dentro da camara; PB, pressdo barométrica; PC, pressao de vapor d’agua a

temperatura corporal; PA, pressao de vapor d’agua a temperatura da camara.

Durante toda a realizagdo dos experimentos, as temperaturas da camara
pletismografica e da sala de experimentos foram constantemente monitoradas, e a
temperatura corporal dos animais nao foi medida para evitar estresse, sendo assim,
considerada de 36 °C. A calibragido do volume (VK) foi realizada a cada experimento
por meio da injecdo de um volume de 1 mL utilizando uma seringa graduada. Os
valores de VT obtidos foram corrigidos pelo peso do animal, sendo expresso em
mL/Kg. Uma vez estabelecidos os valores de fR e VT, pela multiplicagcdo desses

valores, foi determinado o volume minuto (VE), expresso em mL/kg/min.

-Protocolo experimental

Como protocolo experimental, os animais foram mantidos 30 minutos na
camara para ambientacdo, a qual foi constantemente aerada utilizando uma bomba
de ar. Em seguida, foram realizados dois registros dos parametros basais do animal
(2 min por registro), com ventilagdo por bomba a cada 5 minutos, para evitar
alteracdes indesejaveis dos gases no interior da camara, intercalado com inje¢des de
cianeto de potassio (KCN, 130 ug/kg, i.v.), um inibidor da citocromo oxidase (produz
uma hipoxia citotdxica), registrando as respostas cardiorrespiratérias. Em seguida,
foram realizadas microinjecdes bilaterais de acido quinurénico (40mM, 100nL)) no
PBN/KF, utilizando agulhas injetoras (de 14 mm de comprimento, sendo 2 mm mais
longas que as canulas-guia). Apds as injegdes de acido quinurénico, os parametros
cardiorrespiratérios foram monitorados por 30 min, durante os quais inje¢bes de KCN

foram realizadas em dois intervalos de 5 min e um de 30 min.



23

Ac. quinurénico

Registro Basal 5 min 5 min 20 min

KCN

Figura 5. llustracdo do protocolo experimental de animais ndo anestesiados,
mostrando o periodo de ambientag¢ao (quadrado cinza), o registro basal (quadrado branco)
com uma sessao de hipdxia por KCN (quadrado branco), e as demais intervalos (quadrados
verdes) entre as outras sessdes de hipdxia.

Histologia

Ao final de ambos procedimentos (anestesiados e nao anestesiados), foram
realizados microinjegdes (100 nL) de corante azul de Evans 2% (Vetec, Quimica Fina
LTDA, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), no mesmo local de injegdo das drogas, com
finalidade de identificar o sitio da microinjecdo. No caso dos animais né&o
anestesiados, tais inje¢cdes foram realizadas apos a anestesia profunda dos animais
com pentobarbital (100 mg/kg, i.v.). Apds as microinje¢cdes de corante, foi feito uma
abertura da regido toracica para expor o coragao, onde foi realizado uma perfusao
transcardiaca de solugdo de NaCl 0,9%, seguida de uma solugédo de formol (10%)
tamponada. Em seguida, o encéfalo é removido e mantido em formol (10%) por 48
horas, posteriormente em solugdo de sacarose (30%) e seccionado em cortes

coronais de 30 micrémetros de espessura utilizando um criostato. As secgdes foram
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fixadas e analisadas a fresco ou apds a coloragao pelo método de Giemsa utilizando

um microscopio.

Analise estatistica

Todos os resultados obtidos serao apresentados como média * erro padrao da
meédia. Para analises diretas, os resultados foram comparados utilizando teste t de
Student pareado. Para multiplas comparag¢des, os dados foram analisados pela
andlise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) seguido de pds-teste de
Bonferroni. O nivel de significAncia adotado foi de P<0,05. Todas as analises e
construcdes graficas foram realizadas utilizando o software Prisma (v6, GraphPad,

EUA).

RESULTADOS

Andlise histologica

Para as analises dos dados, foram considerados somente os animais que
apresentaram os centros das microinjegdes, unilaterais ou bilaterais, no complexo
PBN/KF. A figura 4 contém microfotografias de cortes coronais do tronco encefalico,
de animais representativos do grupo, ilustrando os sitios de microinjecdes. As inje¢des
foram identificadas na por¢ao dorsolateral da ponte, entre os niveis -8,64 e -9,12 mm

em relagado ao Bregma (Paxinos e Watson, 1998).
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Resultados obtidos em animais anestesiados

Nos animais anestesiados foram considerados apenas as microinjegdes unilaterais de

glutamato na regido do PBN/KF e bilaterais de acido quinurénico, conforme a figura

5.

Microinjecao bilateral

corte corado
(Giemsa)

Figura 5. Fotomicrografias de cortes coronais do tronco encefalico, visualizados a
fresco (a esquerda) e apos coloragdo com Giemsa (a direita), de animais representativos do
grupo, mostrando o(s) sitio(s) de injecao(s) no complexo PBN/KF. Abreviaturas: 4V: quarto
ventriculo; scp: pedunculo cerebelar superior; 2Cb: segundo Iébulo cerebelar.

-Efeitos das microinjecOes de agonista e antagonista dos receptores
ionotrépicos de L-glutamato no complexo PBN/KF sobre os par@metros

cardiorrespiratdrios de animais anestesiados

As microinjegdes unilaterais de L-glutamato (25 mM) no complexo PBN/KF
(n=6) produziram aumento da presséo arterial basal (19t6 mmHg, P<0,05) sem
alteragdo da frequéncia cardiaca (74 bpm), e uma redugao da amplitude de

contragédo do diafragma (-12,3+3,7 %, P<0,05), conforme ilustram as figuras 8 e 9.
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Com relagao a frequéncia respiratoria, os valores médios das respostas nao foram
diferentes em relagdo ao basal (23 cpm). Entretanto, observamos que houve
divergéncias nas respostas, tendo trés animais que apresentaram redugdes e outros
trés animais que apresentaram aumento da frequéncia respiratéria (de 7 a 27 cpm)
(figura 7). Em relagdo a atividade abdominal, as microinje¢des de L-glutamato no

PBN/KF n&o promoveram respostas evidentes, conforme ilustra a figura 7.
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Figura 7. Registros cardiovasculares e eletromiograficos durante microinje¢des unilaterais de
L-glutamato no complexo PBN/KF de ratos anestesiados (25 mM). A linha vermelha
representa a pressao arterial pulsatil (PAP); a linha roxa representa o sinal do diafragma (DIA);
a linha azul representa a integral do sinal recebido pelo diafragma (DIAi); A linha dourada
representa o sinal obtido dos musculos abdominais (ABD); e a linha verde representa a
integral do sinal obtido dos musculos abdominais (ABDi). No primeiro registro é possivel
observar reducgao da fR com a microinje¢ao de L-glutamato, enquanto que no segundo registro
ha um aumento de fR.
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Figura 8. Alteracbes na pressdo arterial média (PAM, painel a esquerda) e na
frequéncia cardiaca (FC, painel a direita) induzidas pela microinje¢ao unilateral de L-glutamato
(10 mM) no PBN/KF de ratos anestesiados (n=6) produzindo aumento da PA sem alteragao
da frequéncia cardiaca (P>0,05). * - diferente em relacao aos valores basais P<0,05.
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Figura 9. Valores médios da amplitude da atividade elétrica do diafragma (DIA, painel a
esquerda) e da frequéncia respiratéria (fR, painel a direita) antes (basal) e apds as
microinjecdes unilaterais de L-glutamato (10 mM) no PBN/KF de ratos anestesiados (n=6).
*- diferente em relagao aos valores basais, P<0,05.

As microinjecdes bilaterais de acido quinurénico (n=4) no PBN/KF de ratos
anestesiados produziram uma reducgao significativa da frequéncia respiratoria basal
(4014 vs 2912 com, respectivamente antes e apds as microinje¢des, P<0,05),
decorrente do aumento do tempo inspiratério (0,7£0,1 vs 1,31£0,3 s, respectivamente
antes e apods as microinjegdes, P=0,073), sem alteragdes na amplitude das contragdes
do diafragma ou alteracdo dos parametros cardiacos (PA, FC) (Figuras 10 e 11). A
amplitude de resposta de aumento do tempo inspiratério também teve variancia entre

os animais (figura 12).
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Figura 10. Alteragbes respiratérias induzidas pelas microinje¢des bilaterais de acido
quinurénico (KYN) no complexo PBN/KF de ratos anestesiados (n=4). Apds o antagonismo,
houve reducdo da frequéncia respiratoria devido a um aumento do tempo inspiratdrio.
* - diferente em relacio aos valores basais, * - P<0,05. Dados observados nos primeiros 15
apos a injegéo.
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Figura 11. Parametros cardiovasculares antes (basal) e apds as microinjegcdes bilaterais de
acido quinurenico (KYN) no PBN/KF. Nao foi observado nenhuma alteragéo significativa na
pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Dados observados nos primeiros
15 apos a injecao.
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Figura 12. Dois exemplos de registros mostrando os paramtetros cardiorrespiratorios antes
e depois das microinjegdes de acido quinurénico no PBN/KF de ratos anestesiados,
evidenciando as diferengcas de amplitude nas respostas induzidas pelo antagonismo dos
receptores ionotrépicos do L-glutamato, observado nos experimentos, através do aumento do
tempo inspiratério. No exemplo 1, o tempo inspiratério aumentou menos em relagcado ao
exemplo 2. A linha vermelha representa PAP; a linha roxa representa DIA; a linha azul
representa DIAI.

Efeitos das microinje¢fes de acido quinurénico no PBN/KF de animais
ndo anestesiados sobre parametros cardiorrespiratérios basais e em resposta

a ativacao dos quimiorreceptores periféricos.

Do total de animais utilizados neste protocolo experimental (n=27), 10
obtiveram microinjegbes bilaterais de acido quinurénico no PBN/KF, 4 receberam
microinje¢des unilaterais, e os demais (n=13) apresentaram microinjegdes fora do

PBN/KF.
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As microinje¢des bilaterais de acido quinurénico no PBN/KF de ratos nao
anestesiados (n=10) promoveram alteragdes no padrao cardiorrespiratorio, resultando
numa reducgao da ventilagao (947173 vs 721+35 mL/kg/min, respectivamente antes e
5 min apds as microinje¢des no PBN/KF; P<0,05), decorrente de uma diminuigdo da
frequéncia respiratoria (10217 vs 7816 cpm, respectivamente antes e 5 min apds as
microinje¢cdes no PBN/KF; P<0,05), sem promover alteragdes significativas no volume
corrente. Além disso, observamos uma redugéo na presséao arterial (1054 vs 9713
mmHg; respectivamente antes e 5 min apds as microinjecdées no PBN/KF; P<0,05),
sem alteragdes na frequéncia cardiaca basal. Esses resultados estao ilustrados nas
figuras 13 e 15. Os animais que receberam microinjegcdes fora do no PBN/KF (n=13;
geralmente microinje¢des ventrais e laterais em relagdo ao complexo PBN/KF) néo

apresentaram alteragcdes nos parametros cardiorrespiratorios basais (figura 14 e 16),
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Mostrando que os efeitos observados sao restritos aos efeitos do acido quinurénico

no complexo PBN/KF.

Figura 13.Alteracdes nos parémetros respiratérios basais, promovidos pela microinjecao de
acido quinurénico no PBN/KF de ratos ndo anestesiados (n=10). O antagonismo
glutamatérgico ionotrépico no complexo PBN/KF causou uma redugdo da frequéncia
respiratéria (fR), mas ndo no volume corrente (Vt), resultando em uma reducao da ventilagao
(Ve). * - diferente em relagéo ao basal (antes); P<0,05.
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Figura 14.Alteragbes nos parametros respiratérios promovidas por microinje¢cdo de acido
quinurénico fora do PBN/KF de ratos ndo anestesiados (n=13). O antagonismo promovido em
regides adjacentes ao PBN/KF ndo promoveu nenhuma alteragdo nos niveis basais dos
parametros respiratorios.
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Figura 15.Alteragcbes nos parametros cardiovasculares basais, promovidos pelas
microinjegcdes de acido quinurénico no PBN/KF de ratos ndo anestesiados (n=10). O
antagonismo causou uma reducéo significativa da pressao arterial média (PAM), sem alterar
a frequéncia cardiaca (FC). * - diferente em relagao ao basal (antes); P<0,05.
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Figura 16.Alteracdes nos parametros cardiovasculares promovidas por microinje¢ao de acido
quinurénico fora do PBN/KF de animais ndo anestesiados (n=13). O antagonismo nas regides
adjacentes ao complexo PBN/KF nao promoveu nenhuma alteragdo nos niveis basais dos

parametros cardiacos.
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Em relagao a ativagao dos quimiorreceptores periféricos, as inje¢cdes de cianeto
de potassio (KCN, i.v.) em animais ndo anestesiados (n=8) promoveram respostas de
aumento da pressao arterial, redugdo da frequéncia respiratoria e taquipnéia,
conforme mostra a figura 17. Nao foi possivel avaliar o volume corrente, uma vez que
a resposta comportamental induzida pela KCN (exploragdo do ambiente) interferiu
com a avaliagao de amplitude dos ciclos respiratérios. Apos as microinjegdes de acido
quinurénico no PBN/KF, a magnitude das respostas nao foi alterada, conforme ilustra
a figura 17, sugerindo um nao envolvimento da neurotransmissao glutamatérgica
ionotrépica na resposta cardiovascular e ventilatéria a estimulacdo dos

quimiorreceptores periféricos.
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Figura 17. Respostas cardiorrespiratérias a estimulagdo dos quimiorreceptores periféricos
com cianeto de potassio (KCN) em ratos ndo anestesiados (n=8). A microinjecao de acido
quinurénico nao promoveu alteragdes significativas das respostas.

DISCUSSAO

Em estudos anteriores da literatura, ja evidenciaram o importante papel dos
neurdnios da ponte no controle cardiorrespiratério basal. As primeiras evidéncias
foram obtidas em animais com transec¢des da porcao dorso lateral da ponte, nos
quais foi observado uma mudanca drastica do padrdao respiratério e o
desenvolvimento de apneuse, padrdao caracterizado pelo aumento do tempo

inspiratorio (Feldman, 1976; Feldman et al., 1976; Feldman e Gautier, 1976; Cohen e
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Feldman, 1977; Granata e Kitai, 1989; Shaw et al., 1989; Granata, 1993; Dick et al.,
1994; Dick et al., 2008). Tais alteracbes s&o mais pronunciadas em animais
vagotomizados, mostrando uma interrelacdo entre mecanismos pontinos e a
inervagao aferente vagal (Feldman e Gautier, 1976). O mesmo resultado de alteragao
no padrao respiratério € apresentado com inativagao farmacolégica e nao seletiva do
KF em animais vagotomizados (Damasceno et al., 2014). No presente estudo,
mostramos, tanto em condigbes anestesiados como nao anestesiados, que o
antagonismo dos receptores ionotropicos do L-glutamato no complexo PBN/KF
promoveu uma reducao significativa da ventilagao associado a um aumento do tempo
inspiratorio e reducdo da frequéncia respiratoria. Tais achados mostram que o
PBN/KF recebe tonicamente, inputs glutamatérgicos necessarios para a manutengao

do padrao e ritmo respiratério basal.

Paralelamente a redugdo da ventilagdo, os animais nao anestesiados
apresentaram uma redugao modesta, porém significativa da PAM basal, sugerindo
que a neurotransmissao glutamatérgica no complexo PBN/KF influencia, de forma
excitatoria, no controle do ténus simpatico vascular. Em animais anestesiados, as
microinje¢des de acido quinurénico nao promoveram alteracdo na PAM basal,
provavelmente devido a situagdo experimental da anestesia. Por outro lado,
microinje¢des de L-glutamato no PBN/KF foram capazes de promover aumento na
PAM, corroborando a hipétese de que a neurotransmissao glutamatérgica no PBN/KF
apresenta um efeito simpato-excitatério. Baseado em estudos prévios, pode-se supor
que os neurénios do complexo PBN/KF estao influenciando na pressao arterial média
e na frequéncia respiratéria por meio de conexdes eferentes com os neurdnios
geradores de atividade simpatica e respiratoria, localizados na superficie ventral do

bulbo (figura 18).
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Estudos adicionais ainda s&o necessarios para elucidar se os efeitos da
ativacdo glutamatérgica no PBN/KF sobre a PAM se da por agao direta sobre os
neurénios pré-simpaticos da RVLM, ou por agao indireta decorrente das modificagcoes
na atividade respiratoria e, por conseguinte, no padrao de acoplamento simpatico-

respiratorio.

Forebrain
Peripheral
chemoreceptors
0O,

oN)

Breathin
pH/CO, 9

Figura 18. Esquema mostrando as possiveis conexdes do complexo PBN/KF (KF) com os
neurdnios geradores da atividade simpatica e respiratoria. Quimiorreceptores periféricos e
centrais respondem a hipdxia e hipercapnia, promovendo o aumento da frequéncia de
disparos dos neurbnios geradores da atividade simpatica (C1) e da atividade respiratdria
(VRC). A informagéo dos quimiorreceptores periféricos também projetam-se para as regides
pontinas, como o KF, onde as informagdes sao integradas e transmitidas para outras regioes
do SNC como o prosencéfalo. (Damasceno et al., 2015).

A atuacao dos nucleos pontinos, como a area A5, o Locus Coerulleus e o
complexo PBN/KF, no controle do padrao respiratério € bem descrita na literatura,
entre eles, um importante papel na adaptacédo respiratéria em resposta a outros
estimulos (Damasceno et al., 2014), como nocicepg¢ao (Jiang et al., 2004), ao estimulo
nasofaringeo, quimiorreflexo e ao reflexo de Hering-Breuer (Shaw et al., 1989; Ezure
et al., 1991; Koshiya e Guyenet, 1994; Dutschmann e Herbert, 1998; Shannon et al.,

2004). Além disso, foi evidenciado que os neurdnios respiratérios do PBN/KF estéo

envolvidos no controle da atividade do nervo hipoglosso (Kuna e Remmers, 1999;
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Gestreau et al., 2005) e no controle da atividade dos musculos abdutores da laringe
que controlam a resisténcia das vias aéreas superiores (Dutschmann e Herbert, 2006).
Tais informagdes sugerem que o complexo PBN/KF pode ser um centro de comando
para modulagao das respostas respiratorias a fatores ambientais e a coordenacgéo do
padrao respiratério em outras atividades, como a vocalizagdo e degluticao (Farley et

al., 1992; Jean, 2001; Jurgens, 2002; Damasceno et al., 2014).

Embora os estudos anteriores sugerirem possiveis conexdes glutamatérgicas
do NTS com o complexo PBN/KF (Song et al.,, 2011), implicando na possivel
participacdo da neurotransmissao glutamatérgica no PBN/KF no processamento das
informacgdes provenientes dos quimiorreceptores periféricos, nossos resultados
mostram que o antagonismo dos receptores ionotropicos do L-glutamato no PBN/KF
nao modificou a magnitude das respostas pressora, bradicardica e taquipneica.
Estudos mostram que a inibigdo farmacoldgica nao seletiva do complexo PBN/KF foi
capaz de atenuar as respostas de aumento na ventilagdo induzidos pela exposi¢céo a
8% de Oz (Damasceno et al., 2014). Apesar deste estudo utilizar uma metodologia
diferente (em relagcdo ao nosso estudo) para promover a estimulagdo dos
quimiorreceptores periféricos (hipdxia hipéxica vs hipdxia citotdxica), esses achados
mostram que o complexo PBN/KF contribui para a geragao das respostas ventilatorias
a hipdxia. Nosso estudo indica que tal envolvimento do PBN/KF n&o deve recrutar a
neurotransmissao glutamatérgica. Por outro lado, o complexo PBN/KF possui uma
grande heterogeneidade de populagdes neuronais, que apresenta diferentes padrdes
de atividade de acordo com o ciclo respiratério (figura 19). Além disso, diferentes
respostas ventilatérias podem ser observadas dependendo da sub-regido do
complexo PBN/KF (Dutschmann e Herbert, 2006). Portanto, estudos eletrofisiolégicos

adicionais ainda s&o necessarios para elucidar, com maiores detalhes, a atuacao do



36

complexo PBN/KF nas respostas ao quimiorreflexo periférico, devido a sua

complexidade.
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CONCLUSAO

Baseado nos nossos resultados, podemos concluir que a neurotransmissao
glutamatérgicas do complexo PBN/KF esta envolvida no controle ténico dos
parametros cardiorrespiratorios basais, especialmente a frequéncia respiratoria e a
pressao arterial basal, de animais anestesiados e nao anestesiados. Além disso, a
ativacao dos receptores glutamatérgicos no complexo PBN/KF produz respostas de
diminuicdo da amplitude inspiratéria e aumento da presséao arterial, indicando que a

neurotransmissao glutamatérgica € capaz de induzir alteragdes significativas no
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padrao respiratorio e nos niveis da pressao arterial. Por outro lado, tal
neurotransmissao nao parece contribuir, de forma significativa, no processamento das
respostas taquipneica, bradicardica e pressora do quimiorreflexo periférico em

animais nao anestesiados.
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