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Leirdo IP. Expiragao ativa: caracterizagao funcional e mecanismos neurais [tese de
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2025.

RESUMO

Disturbios gasosos sanguineos, como a hipoxia (baixa concentracdo de O,) ou a
hipercapnia (altos niveis de CO,), desencadeiam um aumento compensatorio na
ventilagdo pulmonar (Ve). Nessas condigdes, o oscilador inspiratorio pré-Boétzinger
(prée-BotC) é ativado para aumentar o ritmo respiratorio e também ha o recrutamento
do musculo abdominal (ABD), caracterizando a expiragdo ativa (EA). A EA pode
intensificar o fluxo expiratério ou modificar a duragdo da fase expiratoria e resulta da
ativagdo de um oscilador expiratorio condicional, o grupo respiratério parafacial lateral
(pFL). Sugere-se que o pré-BotC e o complexo de Botzinger (B6tC) atuem como fontes
de inibicdo para o pFL, modulando o surgimento da EA. Entretanto, a contribuicdo
funcional dos neurdnios do pré-BotC ainda ndo esta totalmente esclarecida, e o
fendtipo dos neurdnios do BotC que fornecem drive inibitério ao pFL permanece
desconhecido. Apesar dos avangos no estudo da EA, ainda ha lacunas sobre seus
aspectos funcionais e os mecanismos envolvidos no seu recrutamento. Realizamos
trés abordagens experimentais: (1) caracterizamos funcionalmente a EA em ratos com
livre movimentagcdo para avaliar seu impacto sobre parametros ventilatérios,
metabdlicos e sua correlagdo com a atividade motora inspiratéria durante hipoxia e
hipercapnia; (2) investigamos o papel dos neurbnios do pré-BotC no padrao
expiratorio ativo em preparagdes in situ; e (3) analisamos o papel de neurbnios
parvalbuminérgicos inibitorios do B6tC no controle da EA em camundongos
transgénicos. Foram utilizados: (1) ratos Sprague-Dawley Holtzman instrumentados
para registros da Ve, temperatura corporal, atividades diafragmatica e abdominal e
consumo de O, durante diferentes niveis de hipdxia (12—-8% O,) e hipercapnia (3—7%
CO;); (2) preparagdes in situ de ratos para estimulagdo (glutamato 10 mM e
substancia P 10 uM) e inibigdo (isoguvacina 10 mM) farmacolégica de neurénios do
pré-BotC, com registros dos nervos frénico, vago e abdominal; e (3) camundongos
PV-Cre;Ai9 para inibicdo optogenética seletiva dos neurdnios parvalbuminérgicos,
com registro eletromiografico do genioglosso, intercostal externo e abdominal.
Verificamos que a hipdxia ou hipercapnia evocaram EA, com o recrutamento ABD. A
presenca de EA foi associada a aumentos adicionais no volume corrente, sem
alteragdes na amplitude diafragmatica. Analises de fluxo de ar sugeriram que, durante
hipdxia, a EA recrutou o volume de reserva expiratéria na expiragao tardia, enquanto
na hipercapnia acelerou o esvaziamento pulmonar e aumentou o pico de fluxo
expiratorio durante a pos-inspiragdo. A EA aumentou o consumo de O, sem melhorar
o equivalente ventilatério, sugerindo possivel influéncia também em outros aspectos
mecanicos que melhoram a ventilagdo alveolar e as trocas gasosas. A estimulagéo do
pré-BotC aumentou a frequéncia do frénico e suprimiu a atividade late-E abdominal,
enquanto sua inibigdo reduziu a atividade dos nervos frénico e vago, e aumentou a
amplitude abdominal durante basal e prolongou sua duragdo na hipercapnia. A
inibicdo seletiva dos neurdnios parvalbuminérgicos do BotC elevou a amplitude ABD
e a frequéncia respiratéria. Portanto, nossos dados destacam o papel funcional da EA
e indicam que o pré-BotC exerce forte efeito inibitorio sobre sua atividade. Ademais,
neurénios parvalbuminérgicos do BotC podem contribuir para a coordenagdo dos
neurdnios inspiratorios e expiratérios durante o surgimento da EA.

Palavras-chave: Ventilagdo pulmonar. Expiragdo. Neurofisiologia. Bulbo. Hipodxia.
Hipercapnia.



Leirdo IP. Active expiration: functional characterization and neural mechanisms [tese
de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2025.

ABSTRACT

Blood gas disturbances, such as hypoxia (low O, concentration) or hypercapnia (high
CO, levels), trigger a compensatory increase in pulmonary ventilation (Ve). Under
these conditions, the inspiratory oscillator pre-Botzinger complex (pre-BotC) is
activated to increase respiratory frequency, and abdominal muscle (ABD) recruitment
also occurs, characterizing active expiration (AE). AE can enhance expiratory airflow
or alter the expiratory phase duration and results from the activation of a conditional
expiratory oscillator, the lateral parafacial respiratory group (pFL). It is suggested that
the pre-BotC and the Botzinger complex (BotC) act as inhibitory sources for the pFL,
modulating the onset of AE. However, the functional contribution of pre-B6tC neurons
remains unclear, and the phenotype of B6tC neurons that provide inhibitory drive to
the pFL is still unknown. Despite advances in AE research, important gaps remain
regarding its functional aspects and the mechanisms involved in its recruitment. We
conducted three experimental approaches: (1) functionally characterized AE in freely
moving rats to assess its impact on ventilatory and metabolic parameters and its
correlation with inspiratory motor activity during hypoxia and hypercapnia; (2)
investigated the role of pre-BotC neurons in the active expiratory pattern using in situ
rat preparations; and (3) analyzed the role of inhibitory parvalbuminergic neurons from
the BotC in AE control using transgenic mice. For this, we used: (1) Sprague-Dawley
Holtzman rats instrumented for simultaneous recordings of Ve, body temperature,
diaphragmatic and abdominal activities, and O, consumption during different levels of
hypoxia (12-8% O,) and hypercapnia (3—-7% CO,); (2) in situ preparations for
pharmacological stimulation (glutamate 10 mM and substance P 10 uM) and inhibition
(isoguvacine 10 mM) of pre-BotC neurons, with recordings from the phrenic, vagus,
and abdominal nerves; and (3) PV-Cre;Ai9 transgenic mice for selective optogenetic
inhibition of parvalbuminergic neurons, with recordings of genioglossal, external
intercostal, and abdominal muscle activities. We found that hypoxia or hypercapnia
evoked AE, which was associated with further increases in tidal volume, without
changes in diaphragmatic amplitude. Airflow pattern analysis suggested that during
hypoxia, AE recruited the expiratory reserve volume in late expiration, while during
hypercapnia it accelerated lung emptying and increased peak expiratory flow during
post-inspiration. AE increased O, consumption without improving the air convection
requirement, suggesting a possible influence on other mechanical aspects that
enhance alveolar ventilation and gas exchange. Stimulation of the pre-Bo6tC increased
phrenic burst frequency and suppressed abdominal late-E activity, while its inhibition
reduced phrenic and vagal activities and increased abdominal amplitude at baseline
and prolonged its duration during hypercapnia. Selective inhibition of parvalbuminergic
B6tC neurons increased the ABD amplitude and respiratory frequency. In conclusion,
our data highlight the functional role of AE and indicate that the pre-BotC exerts a
strong inhibitory effect on its activity. Additionally, parvalbuminergic neurons of the
BotC may contribute to coordinating inspiratory and expiratory neurons during the
emergence of AE.

Keywords: Pulmonary ventilation. Exhalation. Neurophysiology. Medulla oblongata.
Hypoxia. Hypercapnia.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Diagrama esquematico do tronco cerebral (plano sagital), ilustrando a
distribuicao anatdbmica dos principais grupamentos
(T=TU] Co] o F= T TS SUPPPRRPRPPIN 27

Figura 2 - Desenho esquematico ilustrando as trés fases sequenciais da
(=15 01 = To7= T T PO 28

Figura 3 - Esquema resumido de possiveis conexdes neuronais entre os principais
grupamentos respiratérios do tronco cerebral............ccooooiiiiiiii e 34

Figura 4 - Exemplo de um animal durante a exposigdo a hipdxia (10% Oo).
Figura 5 - Desenho esquematico do protocolo experimental em animais com livre
[ T0)Y] T T=T o1 == T TSSO 42

Figura 6 - Ventilagdo pulmonar e registros de eletromiograma em ratos nao
anestesiados e com livre MoVIMENtaga0..........evuuuiiiiiiiiee e 44

Figura 7 - llustracdo esquematica da preparacgao in situ coragao-tronco cerebral
[1ST0] F=To [0 1< 38PN 49

Figura 8 - Desenho esquematico do protocolo experimental detalhado, utilizando
camundongos PV-Cre; AID.... ..o 54

Figura 9 - Ocorréncia e incidéncia de expiragao ativa durante diferentes niveis de

1T 0T )= TP 57
Figura 10 - Caracterizag&o funcional da expiragao ativa durante diferentes niveis de
1T 0T )= TSP 59
Figura 11 - Correlagdo entre expiracdo ativa e medidas metabdlicas durante
diferentes Niveis de NIPOXIa....... oo 61
Figura 12 - Correlagao entre expiragao ativa e suspiros durante hipoxia.................... 63

Figura 13 - Ocorréncia e incidéncia de expiragéo ativa durante diferentes niveis de
1T 0= o= T o] 1 = PP 64

Figura 14 - Caracterizag&o funcional da expiragao ativa durante diferentes niveis de
1T 0= o= T o] o 1 = PR 66

Figura 15 - Correlagdo entre expiracdo ativa e medidas metabdlicas durante
diferentes niveis de hipercapnia............ouuuueiiiiiiie e 69

Figura 16 - Correlacao entre expiragao ativa e suspiros durante hipercapnia............. 70



Figura 17 - Expiracdo ativa e dindmica inspiratoria/expiratoria durante hipoxia e

1T 0= (o= o) 1 = P URPP 72
Figura 18 - Duragdo das fases respiratorias e expiragdo ativa durante hipoxia e
1T 0= o= T o) o = P UUPRP 73
Figura 19 - Padrdo motor da preparagao in situ durante condicdo basal e em
exposicao a hipercapnia (10% CO2)......uuuuuiiiiiiiiieieeee e e e e e e 75
Figura 20 - Efeitos da estimulacdo dos neurdnios do pré-Botzinger com
GIUEAMATO. ... 77

Figura 21 - Efeitos da estimulagdo dos neurdnios do pré-Botzinger com substancia
Figura 22 - Efeitos da inibicdo parcial dos neurbnios do pré-Botzinger com
(£ oo |8 1= T | o T= TP PPPPPPPPPPPPRR 82

Figura 23 - Influéncia de diferentes anestésicos em preparagdes intactas e
vagotomizadas de camundongos PV-Cre..........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 86

Figura 24 - Cortes coronais de imunofluorescéncia de um camundongo PV-cre;Ai9
FEPIESENTALIVO. ... et aeeana 88

Figura 25 - Efeitos da inibicdo usando uma sequéncia de pulsos de luz de curta
(o (U] = Tor= o TSP 90

Figura 26 - Efeitos da inibi¢cao utilizando pulsos unicos de luz..............ccccoeeeeiieeieenee. 91

Figura 27 - Combinacé&o de efeitos evocados por sequéncia de pulsos de luz de curta
duragado € de pulsOS UNICOS A IUZ.........ouuiiieiiiiiee e 92

Figura 28 - Efeitos da fotoinibigdo na regido do pFL............ooviiiiiiiiiii e, 93

Figura 29 - Efeitos de pulsos unicos de luz em camundongos submetidos a injegéao
de VEetor VIral CONTIOIE. ....... .o e e e aeees 94



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Valores médios dos parametros ventilatérios e motores durante basal e em
diferentes niveis de NIPOXIa....... oo 60

Tabela 2 - Valores médios dos parametros metabdlicos durante condi¢céo basal e em

diferentes Niveis de NIPOXIa..... ..o 62

Tabela 3 - Valores médios dos parametros ventilatérios e motores durante basal e em
diferentes niveis de hipercapnia.............uuuuuiiiiiiiiei e 67

Tabela 4 - Valores médios dos parametros metabdlicos durante condi¢céo basal e em
diferentes niveis de hipercapnia...............uioiiiiie e 70

Tabela 5 - Valores médios dos parametros respiratérios durante estimulagao do pre-

Botzinger com glutamato e substancia P in Situ...............ueeeiiiiiiiieiiien 80

Tabela 6 - Valores médios dos parametros respiratorios durante inibigao parcial do

pré-Botzinger com iSOQUVACING 11 SItU...........uuueiiiiiiiiiiiiiiieeee e 83



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C — Graus Celsius

| ABDewmc — Atividade eletromiografica integrada do abdominal
| DIAemc — Atividade eletromiografica integrada do diafragma
ABD — Musculo abdominal

ABDEewmc — Atividade eletromiografica do abdominal

AbN — Nervo abdominal

Arch — Arquerodopsina

ARRIVE - “Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments”
aug-E — augmenting-expiratory,

AVV — Virus adeno-associado

BotC — complexo de Botzinger

bpm — bursts por minuto

Ca?* - célcio

CaClz2— Cloreto de calcio

CEUA — Comité de Etica no Uso de Animais

ChAT — Colina acetiltransferase

CO. - Didéxido de carbono

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
CPTP — Condicdes padrao de temperatura, pressao e ar seco
CRYV - Coluna respiratoria ventral

cVN — Nervo vago cervical

cVRG - grupo respiratério ventral caudal

cVRG - Grupo respiratorio ventral caudal

DIA — Musculo diafragma

DIAemc — Atividade eletromiografica do diafragma

DP — Desvio padrao

DRG — Grupo respiratério dorsal

E2 — Segundo estagio da expiragéo

EA — Expiragao ativa

early-1 — neurdnios “early inspiratory”

EMG - Eletromiograma

EPM — Erro padrdo da média



eYFP — Proteina fluorescente amarela
F'eCO2 — Fracao de diéxido de carbono no ar de saida
F'eO2 — Fragdo de oxigénio no ar de saida
FiCO2 — Fracao de dioxido de carbono no ar de entrada
FiO2 — Fracao de oxigénio no ar de entrada
fR — Frequéncia respiratéria

FRi — Fluxo de entrada (volume de ar por minuto)
g — grama

GFP — Proteina fluorescente verde

GG — Musculo genioglosso

GRP - Peptideo liberador de gastrina

h — hora

HCOz3 - anion bicarbonato

HN — Nervo hipoglosso

Hz — Hertz

| — Inspiragao

i.m. — Intramuscular

i.p. — Intraperitoneal

IgG — Imunoglobulina G

IgY — Imunoglobulina Y

INT EXT — Musculo intercostal externo
IPSCs — correntes pos-sinapticas inibitérias
KCI — Cloreto de potassio

KCN - Cianeto de potassio

KF — Nucleo Kalliker-Fuse

kg — kilograma

KH2PO4 — dihidrogenofosfato de potassio
kHz — kilohertz

L — Litro

L1 — Primeira vértebra lombar

late-E — late expiration

LC — locus coeruleus

LRN — Nucleo reticular lateral

mCherry — Proteina fluorescente vermelha



mg — miligrama

MgSO4 — Sulfato de magnésio

min — minuto

mL — mililitro

mm — milimetro

mM — millimolar

mmHg — milimetro de mercurio

mmol — milimol

ms — milisegundo

mV — millivolt

mW — milliwatt

N2 — Nitrogénio

NA — Nucleo ambiguo

NaCl — Cloreto de sodio

NaHCO3 — Bicarbonato de sddio

NDS — Soro normal de burro

NK1Rs — receptores de neurocinina 1

nL — nanolitro

nm — nanémetro

nM — nanomolar

NMB — Neuromedina B

NREM — Sono ndo REM

NTS — Nucleo do Trato Solitario

O2 — Oxigénio

PaCO. — Pressao parcial arterial de didoxido de carbono
PAG — Substancia cinzenta periaquedutal
PaO2 — Presséo parcial arterial de oxigénio
Pg — Pressdo barométrica

PB — Tampéao fosfato

PBN — Nucleo Parabraquial

PBS — Solugéo salina tamponada com fosfato
Pc — Pressao de vapor do vapor de agua na camara do animal
PCO. — Pressao parcial de dioxido de carbono
pFL — Grupo respiratério parafacial lateral



pFv — Grupo respiratério parafacial ventral

pH — Potencial Hidrogenidnico

PHOX2b — Homeobox pareado 2B

Pl — Pds-inspiragao

PiCo — Complexo pds-inspiratério

Pk — Deflexao de pressao associada ao volume injetado para calibragao
PN — Nervo frénico

PO2 — Presséo parcial de oxigénio

Pos-I — Pés-inspiratério

PP — Presséao de perfusao

Pr — Presséao de vapor da agua a temperatura corporal
pré-BotC — Complexo pré-Botzinger

PRG — Grupo respiratorio pontino

PSI — Libra por polegada quadrada

Pt —Deflexdo de pressao associada com cada volume de ar corrente
PV — Parvalbumina

r> — Coeficiente de determinacao

REM — Rapid eyes moviment

RF — Formacéo reticular

rom — Rotag&o por minuto

RTN — Nucleo retrotrapezoide

rVRG — grupo respiratério ventral rostral

s — segundo

s.c. — Subcutaneo

SNC - Sistema nervoso central

SP — Substancia P

SST — Somatostatina

SUDEP - Morte subita associada a epilepsia

T11 — Décima primeira vértebra toracica

T12 — Décima segunda vértebra toracica

Ta — Temperatura do ar dentro da camara do animal
Tc — Temperatura corporal

tdTomato — Proteina fluorescente vermelha

TRH — Horménio liberador de tireotropina



Ul — Unidades internacionais

V — Volts

VCO: — Produgéo de diéxido de carbono

Ve — Ventilagdo pulmonar

Ve/VO2 — Equivalente ventilatério

VII — Nucleo facial

VIRT —Formacéo reticular intermediaria ventral
Vk — Volume de ar injetado na cdmara do animal para calibragao
VO, — Consumo de oxigénio

V1 — Volume corrente

XII = Nucleo motor do hipoglosso

Mg — micrograma

MM — micrémetro

MM — micromolar

MV — microvolt



SUMARIO

1 INTRODUGAO........ceeeeeirieeesessessssessessessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssnsesenns 21
p 2] 0] 0 1] [0\ o J TS 23
2.1 Protocolo 1: Aspectos Funcionais da Expiragao Ativa............ccccceeiiiinniiinnnnnnns 23
2.1.1 Objetivos esSpecCifiCoS........ccirriiiiiiiismnnierrr 23
2.2 Protocolo 2: Neurénios do Pré-BotC e a Geragao do Padrao

EXpPiratorio ativo........ooiiiee s 23
2.2.1 Objetivos especifiCoS........cuiririiiiiiinnner 24
2.3 Protocolo 3: Neurdnios Parvalbuminérgicos do BotC e a Geragao do

Padrao EXpiratorio AtiVO.........ceeeeeeeeiiiiiiiiiiiin s 24
2.3.1 Objetivo especifiCo.........cuuiiiiriiiiiiineeer 24
3 REVISAO DA LITERATURAL.........ooieeteeeetsesseesessessessssssssssesssssssssssssssssssssssssnssnees 25
3.1 Controle da ReSPIragan...........cccouuiiiiiimmmmnnnniessssss s 25
3.2 Mecanismos Envolvidos na Geragao da Expiragao Ativa........ccccceeuuunncciinnnn. 30
3.3 Consideragcies GeraiS.........ccccrrriiririrrirrmmrrnnnnnssssssss s s snsssss s sssssassses 34
4 MATERIAL E METODO.......cccoiiieiiereisaesesessssesssessssessssessssssssssssssssssssssssssssnssssnsans 36
4.1 Protocolo 1: Aspectos Funcionais da Expiragao Ativa............cccceeeiiiiiiniinnnnnnns 36
T 3R Ry N 4T 4T T 36
4.1.2 Procedimentos CirlrgiCoOS........cuuuiiiirrssssnnnnnnnsnrr s ssmnnnnes 36
4.1.3 Avaliagao da ventilagao pulmonar e do padrao respiratoério.............cccceeeenns 37
4.1.4 Medigoes do consSUMO de Ox........cccceeermmmmmmmemnrrrrrrerrrreee s s s s s s ssssss s s s ssssmnnnnes 39
4.1.5 Registros das atividades do diafragma e dos musculos abdominais em

animais com livre movimentagao..........cuvuieeeeeeeniriinisir s 40

4.1.6 Protocolo experimental...........ooiiie e 41
4.1.7 Anadlise de dados e estatistiCa.........ccceuuuiiiiiiiiii 42

4.2 Protocolo 2: Contribuicao dos Neurdnios Inspiratérios do Pré-BotC Sobre

a Geracao do Padrao de Expiracao Ativa in Situ............ccueeeeeeeeeiiecnnccceeereennnnnn. 45
L - N 1 T3 45
4.2.2 Obtencao de preparagoes in SitU...........cccceeiiiiiiiiiiiiiininnree e 45

4.2.3 Registros das atividades eferentes dos nervos frénico, vago e



abdominal em preparagoes in Sitl............cceeeueeeeiiieececcireireccse e e e e eennas 47

4.2.4 Microinjegoes No pPré-BotC............. e 48
4.2.5 Protocolo experimental..........cmiiime e 48
4.2.6 Analise de dados e estatistica.........cceeuuumiiiiiiiiii 50

4.3 Protocolo 3: Contribuicao dos Neurdnios Parvalbuminérgicos do

Botzinger no Controle do Padrao Expiratério Ativo e na Atividade

INSPIratoria......ccooeiiee 50
T T Ry N 4T 1T T 50
4.3.2 Microinjegoes de vetores Virais..........coccvvmmmmmmmmmmmnnnnsnsssssssssssssssssssnnnes 51
4.3.3 Protocolo experimental...........iiie e 52
4.3.4 Andlise gasoOmMetriCa..........cceeiiiiiiiiiinssnnsn e 52
T JC TR o 153 o Lo T o | TR 53
4.3.6 Analise de dados e estatistica...........ccoccvvmmmmmmrmmimmi e ——— 54
B RESULTADOS.......ciiiiiiiicnerre e e s ssssssssss e s s s s sssssss s e s ssssssssnns s s s sssssssnnnsessssssssnnsnessssnnsnns 56
5.1 Protocolo 1: Aspectos Funcionais da Expiragao Ativa........ccccceeeemmmnnccciiinnnnn. 56

5.1.1 Expiracao ativa e seu impacto funcional durante a exposi¢ao a hipoxia
em ratos NA0 anestesiados..........coiiiiiiiniri e ——————— 56
5.1.2 Expiracgao ativa e seus efeitos funcionais durante exposicao a
hipercapnia em ratos ndo anestesiados...........cccevvvvmmmmmmrmmmnn 63
5.1.3 Efeitos da expiracao ativa na dinamica inspiratéria e expiratéria e na
duragao das fases........cuieeeeeuiiriiiii e ———————— 7
5.2 Protocolo 2: Contribuicdo dos Neurdnios Inspiratérios do Pré-BotC Sobre
a Geracao do Padrao de Expiragao Ativa in Situ............ccoueeueeeeiriecenccceeeneennnnnn. 74
5.2.1 Respostas motoras observadas na preparagao in Situ..............euuueueeeeiinnnnn. 74
5.2.2 Efeitos da estimulagao dos neurdénios do pré-BotC por meio de
microinjecdes unilaterais de glutamato..........cccccovmmiiiiiniiiin, 75
5.2.3 Efeitos da estimulagao dos neurénios do pré-BotC por meio de
microinjecdes unilaterais de substancia P..........ccccccciiniininincneenee, 78
5.2.4 Efeitos da inibicao parcial dos neurénios do pré-BotC por meio de
microinjecdes unilaterais de isoguvacina...........ccccceerrinnniinnnnn . 80
5.3 Protocolo 3: Contribuicao dos Neurdnios Parvalbuminérgicos do
Botzinger no Controle do Padrao Expiratério Ativo e na Atividade
INSPIratoria......ccooeiieee 83



5.3.1 Caracterizacao da influéncia de diferentes anestésicos em preparagoes
intactas e vagotomizadas de camundongos............cccceemmmmmmmmnnninnnn. 83
5.3.2 Efeitos da fotoinibicao de neurdnios parvalbuminérgicos do BotC na
atividade inspiratoria e abdominal..........coovmeeeeiiii 87
5.3.3 Efeitos da fotoinibicao de fibras de neurdonios do BotC no pFL de
camundongos PV-Cre;Ai9........ccooiiiiiiiiiiiiiissssssrrrr s 92
5.3.4 Efeitos de pulsos de luz em neurénios parvalbuminérgicos do Bo6tC de

camundongos PV-cre;Ai9 injetados com virus controle..........ccccccceeeeeiiinnn. 94

B DISCUSSAD........occeeireiererresee it ssessessessesssssssessessessessessssesaesaesaesesesssssesassssssnsessenses 96
6.1 Aspectos Funcionais da EXpiragao Ativa............ccccciiiiiiimmimmmmnnnnsssssssss 96
6.2 Pré-BotC no Controle do Padrao Expiratorio Ativo.........ccevveeeeeeeeeenccccnnnnnn, 101
6.3 BotC e Neurdnios PV no Controle do Padrao Expiratério Ativo.................... 105
6.4 Limitagoes do EStudo..........ccoomiieeeciiiiirecrr s r s e e 109
7 CONCLUSAO.......ccoecerieieaeeaessestsessessessesssssssessessessesssssssessesassssssessssssssssssssssensssenns 111
REFERENCIAS.......cooietiiitcieaceese st ssessse s sessssessssessssesssssssssssssssssssssssasssssssssssnens 112
APENDICE.........cciiieteeructssesesesssesssesssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssessssssssessnsssssnns 123

ANEXOS.....tetnennneisenssenssessesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 144



21

1 INTRODUGAO

A respiragdo é um processo motor ritmico e essencial a manutencdo da
homeostase, pois permite a adequada oxigenag¢ao dos tecidos e remogao de dioxido
de carbono (CO,) do organismo. Tal processo é coordenado por uma sofisticada rede
neural localizada no tronco encefalico, responsavel pela geragdo e modulagdo do
ritmo respiratorio. O controle neural da respiracao é altamente dinamico e adaptavel,
permitindo ajustes finos diante de mudancgas fisiologicas e comportamentais, como
sono, exercicio fisico, vocalizagdo e estados emocionais'“. No centro dessa rede
encontra-se a coluna respiratéria ventral (CRV), estrutura longitudinal do bulbo que
abriga os principais nucleos respiratérios, incluindo o complexo pré-Botzinger (pré-
BoOtC), responsavel pela geragdo do ritmo respiratério®3. O pré-BotC contém
neurdnios glutamatérgicos e inibitorios (GABAérgicos e glicinérgicos), que interagem
entre si e com outras regides respiratérias, estabelecendo um oscilador capaz de
produzir bursts inspiratorios ritmicos®?®. Estudos demonstram que a les&o ou inibigdo
do pré-BotC leva a parada respiratéria, evidenciando sua fungdo essencial para a
eupneia®’. Além do pré-BotC, o controle respiratério envolve outras regides da CRV,
como o complexo de Botzinger (BotC), com neurdnios majoritariamente inibitdrios que
coordenam a transi¢cdo entre as fases do ciclo respiratorio. Essas regides formam
circuitos com conexdes reciprocas, como o "anel inibitorio", que garante a alternéancia
entre inspiragéo e expiragao®?.

Em repouso, a ventilagdo pulmonar é predominantemente passiva durante a
fase expiratoria. No entanto, frente a desafios metabdlicos como hipoxia, hipercapnia
ou exercicio fisico, ocorre o recrutamento de musculos abdominais e intercostais
internos, caracterizando o fenémeno denominado expiragdo ativa (EA)'>'2. O
recrutamento expiratorio ativo depende da ativacao ritmica de neurdnios localizados
no grupo respiratorio parafacial lateral (pFL), um oscilador expiratério condicional,
situado ventral ao nucleo facial'®'4. Os neurdnios do pFL, classificados como /ate-
expiration (late-E), encontram-se inibidos em repouso’'®, mas sdo ativados
ritmicamente em condicbes de aumento da demanda ventilatoria, promovendo
contragbes coordenadas da musculatura abdominal'?14,

Estudos indicam que a EA pode contribuir para o aumento da ventilagdo

pulmonar por diversos mecanismos, como a aceleragao do fluxo expiratério e reducao
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do tempo expiratério, recrutamento do volume de reserva expiratorio (o que eleva o
volume corrente), e ainda o encurtamento adicional das fibras musculares
diafragmaticas durante a expiragao, favorecendo a eficiéncia da contragcdo muscular
e potencializando a inspiragcao subsequente'’-217.18 No entanto, esses efeitos podem
variar entre espécies’ e também depender da natureza do estimulo'®, além de
influéncias metabolicas?®?' e das condigbes experimentais utilizadas.

Apesar dos avancos na caracterizagao morfofuncional da rede expiratoria,
ainda ndo se compreende completamente os mecanismos neurais que determinam o
surgimento e a regulagao da EA, nem o papel funcional especifico de subpopulagdes
neuronais envolvidas. Evidéncias anatdbmicas mostram conexdes excitatorias e
inibitérias entre o pré-BotC e o pFL?2, mas o papel especifico dos neurdénios do pré-
Bo6tC na geragao da EA ainda é pouco explorado. Modelos matematicos sugerem que
0s neurdnios inspiratérios do pré-BotC inibem os neurdnios do pFL, mantendo-o
silenciado em repouso e durante a inspiragéo?®. Por outro lado, Huckstepp et al.”
apontam um papel excitatério do pré-BotC sobre o pFL, essencial para a ativagao do
padrdo expiratorio ativo. Complementando, Magalhdes et al.’® indicam que os
neurénios expiratérios do pFL exibem correntes inibitorias pos-sinapticas durante a
inspiragcdo em repouso, que se tornam mais intensas durante a EA. Assim, as
divergéncias relatadas na literatura destacam que o papel dos neurénios do pré-BotC
na emergéncia da EA ainda necessita de investigagdo adicional para ser melhor
compreendido. Além disso, estudos anteriores sugerem que o B6tC também pode ser
uma importante fonte de inibigdo para o surgimento do padrédo expiratério ativo?3-25,
No entanto, a identidade fenotipica dos neurdnios do BotC que forneceriam estimulo
inibitorio ao pFL e regularia a formacgéo da atividade expiratéria abdominal também é
objeto de investigacdo. Sabe-se que o BOtC possui neurdnios inibitorios que
expressam parvalbumina (principalmente GABAérgicos), e que estes sdo escassos
no pré-BotC?6. Dados recentes (ndo publicados) indicam a existéncia de projecbes
parvalbuminérgicas do BotC para o pFL. Entretanto, ndo se sabe qual o papel dos
neurénios parvalbuminérgicos do BotC no controle respiratorio.

Diante das informacgdes apresentadas, o presente estudo buscou compreender
aspectos funcionais/ventilatorios da EA em condi¢gdo experimental livre de anestesia

e investigar os mecanismos neurais envolvidos no recrutamento abdominal.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, os estudos apresentados fornecem informagdes detalhadas
sobre a ocorréncia e os impactos funcionais da EA na ventilagdo pulmonar, mecanica
pulmonar, atividade motora respiratoria e metabolismo em ratos ndo anestesiados
expostos a varios niveis de hipoxia e hipercapnia. Nossos dados indicam que a EA
ocorre periodicamente durante situagdes de disponibilidade reduzida de O2 ou
excessiva de CO2 e aumenta o fluxo expiratério e o volume corrente para impulsionar
a ventilagdo pulmonar independentemente do aumento da atividade diafragmatica. No
entanto, o inicio da EA acarreta um custo metabdlico adicional e ndo melhora o
equivalente respiratorio, sugerindo que esse comportamento motor pode influenciar
outros aspectos do sistema respiratorio que podem melhorar a ventilagao alveolar e
as trocas gasosas. Além disso, sobre os possiveis mecanismos relacionados ao
surgimento da EA, mostramos que o oscilador inspiratorio exerce um potente efeito
inibitorio sobre o surgimento da EA, sugerindo uma interag&o funcional entre os dois
osciladores respiratorios sobre a geragao do padrao expiratério ativo. Nossos dados
também indicam que o BotC exerce um importante controle inibitério sobre a geragéo
do padrao expiratério ativo. Esse controle inibitorio do BotC é desempenhado, em
parte, pelos neurbnios parvalbuminérgicos. Além disso, esses neurdnios tambéem
controlam a frequéncia respiratéria e o estimulo aos motoneurbnios espinhais
inspiratorios. Desta forma, os neurdnios parvalbuminérgicos do Bo6tC podem
desempenhar um papel na coordenagao dos neurdnios inspiratorios e expiratorios
durante o surgimento do padrdo expiratorio ativo. Assim, compreender o papel
fisiologico da EA e estudar os mecanismos envolvidos no seu recrutamento, é
fundamental para revelar aspectos cruciais do controle respiratério em contextos
fisiologicos e também patologicos, dada a prevaléncia de condigdes que envolvem
disturbios metabodlicos e gasométricos, como doenga pulmonar obstrutiva crénica,

apneia do sono ou aclimatacéo a elevadas altitudes.
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