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1. RESUMO 

O núcleo parabraquial lateral (NPBL) e o núcleo Kölliker-Fuse (KF) são os mais 

importantes núcleos da ponte envolvidos com o controle da ventilação pulmonar (VE) e são 

conhecidos como grupo respiratório pontino ou centro pneumotáxico. Vários experimentos 

demonstraram que a estimulação ou a lesão do NPBL-KF produziram alterações nos padrões 

respiratórios. No entanto, ainda não estava claro qual seria a área exata (no complexo NPBL-

KF) e o neurotransmissor envolvido nas alterações respiratórias. Estudos com 

imunohistoquímica demonstraram a presença de receptores purinérgicos (especialmente os 

P2X) em várias áreas envolvidas com o controle da ventilação, incluindo o NPBL. Estudos 

também demonstraram a presença de um denso plexo de varicosidades imunorreativas para o 

GABA ao longo do complexo NPB-KF, sendo que o processamento neural nessa região 

estaria sob forte inibição gabaérgica. No entanto, o papel dos receptores purinérgicos e 

gabaérgicos do NPBL na regulação da VE em ratos não anestesiados ainda não tinha sido 

investigado. Desta forma, no presente estudo investigamos as respostas ventilatórias após a 

injeção do α,β-metil-ATP (agonista purinérgico), do PPADS (antagonista purinérgico) e do 

muscimol (agonista GABA-A) no NPBL de ratos não anestesiados. Foram utilizados ratos 

com cânulas de aço inoxidável bilateralmente no NPBL, os animais foram submetidos a 

pletismografia de corpo inteiro para que fossem obtidas as medidas de VE. As injeções 

bilaterais do agonista purinérgico, α,β-metil-ATP (2 nmol/0,2 µl, n=8), no NPBL promoveu 

queda na freqüência respiratória (fR) (108  5 ciclos/min vs basal 137  6 ciclos/min, p = 

0,005), não alterou o volume corrente (VT) (2   0,3 ml/kg vs basal 2  0,3 ml/kg, p = 0,967) 

e queda na VE (263   42 ml.kg-1.min-1 vs basal 325  43 ml.kg-1.min-1, p = 0,001). Por 

outro lado, as injeções bilaterais do antagonista purinérgico, PPADS (2 nmol/0,2 µl, n=6), no 

NPBL promoveu aumento na fR (138  9 ciclos/min vs basal 115  2 ciclos/min, p = 0,030), 



 

 

não alterou o VT (3,5  0,3 ml/kg vs basal 3,5  0,7 ml/kg, p = 0,984) e também não alterou a 

VE (485  43 ml.kg-1.min-1 vs basal 399  73 ml.kg-1.min-1 p = 0,366). As injeções 

bilaterais do agonista gabaérgico, muscimol (0,5 nmol/0,2 μL, n=13), no NPBL promoveu 

queda na fR  (92  6 ciclos/min vs basa119  6 ciclos/min, p =0,003), aumento no VT (2,7  

0,3 ml/kg vs basal  1,9  0,1 ml/kg, p =0,010) e não alterou a VE (236  25 ml.kg-1.min-1 vs 

basal 221  17 ml.kg-1.min-1, p = 0,320). Os presentes resultados sugerem que o NPBL está 

envolvido com o controle da fR e VT basais e que os receptores purinérgicos possuem uma 

participação tônica inibitória na regulação da fR, o que afeta diretamente a VE. 
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4. INTRODUÇÃO  

O controle neural da ventilação pulmonar  

Uma das funções mais importantes do encéfalo é o controle da ventilação pulmonar (VE). 

O mecanismo de controle ventilatório deve ser capaz de realizar duas tarefas. Primeiro, 

estabelecer o ritmo automático para a contração dos músculos respiratórios e segundo,  ajustar 

este ritmo às mudanças metabólicas [como mudanças na pressão parcial de oxigênio (pO2), 

pressão parcial de gás carbônico (pCO2) e potencial hidrogeniônico (pH) do  sangue],  às 

condições mecânicas (como mudanças de postura) e aos comportamentos (como falar, comer, 

cheirar) (Boron e Boulpaep, 2005). 

O controle neural da VE ocorre no tronco encefálico, principalmente no bulbo e ponte  e 

várias áreas estão envolvidas neste controle como  núcleo parabraquial (NPB) (Fulwiler e 

Saper, 1984). O NPB é composto de neurônios que circundam o pedúnculo cerebelar superior 

ao longo da ponte dorsolateral (Fulwiler e Saper, 1984). Este núcleo é dividido em medial, 

lateral e extensão ventrolateral (núcleo Kölliker-fuse, KF); sendo que o NPB é subdividido 

em 10 grupos de subnúcleos distintos pela sua citoarquitetura (Fulwiler e Saper, 1984). Cada 

subnúcleo está associado a um grupo específico de aferências e eferências, assim como 

diferentes neurotransmissores (Fulwiler e Saper, 1984; Hebert e Saper, 1990; Hebert et al. , 

1990; Chamberlin e Saper, 1995). O NPB e o KF são os núcleos mais importantes da ponte 

envolvidos com o controle da VE (Spyer, 2009) e são chamados de grupo respiratório pontino 

(Feldman, 1986) ou centro pneumotáxico (Lumsden, 1923; Cohen e Wang, 1959). Vários 

experimentos demonstraram que a estimulação (Cohen, 1971; Chamberlin e Saper, 1994; 

Mutolo et al., 1998; Okazaki et al., 2002) ou lesão (von Euler et al., 1976; Oku e Dick, 1992) 

dos núcleos NPB-KF causaram grandes alterações nos padrões respiratórios. Porém, ainda 

não estava evidente quais seriam os núcleos exatos (dentro do complexo NPB-KF) e os 

neurotransmissores envolvidos nas alterações respiratórias. 
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O NPBL é o núcleo da ponte responsável pela influência facilitatória para a inspiração 

(Spyer, 2009). Além disso, estudos de Song e Poon (2009 a,b) mostraram que a lesão do 

NPBL causou uma diminuição do tempo de expiração durante a hipóxia e hipercapnia, 

sugerindo que este núcleo pode ser o local na ponte de integração entre os quimiorreceptores 

centrais e periféricos controlando o tempo de expiração e inspiração. 

Adicionalmente, vários estudos da literatura têm mostrado o envolvimento da 

neurotransmissão purinérgica (que utiliza ATP e adenosina como neurotransmissores) na 

quimiorrecepção central e periférica (Phillis et al., 1997, Ralevic et al., 1999, Paton et al., 

2002, Rong et al., 2003, de Paula et al., 2004; Gourine, 2005, Gourine et al., 2005, Spyer, 

2009). Estudos de imunohistoquímica de Yao et al. (2000) evidenciam a densa marcação de 

receptores purinérgicos (especialmente receptores P2X) em várias regiões envolvidas com o 

controle da respiração, dentre elas o NPBL. No entanto, o papel destes receptores do NPBL 

na regulação da VE em ratos não anestesiados ainda não tinha sido investigado. 

Neurotransmissão purinérgica  

O conceito da neurotransmissão purinérgica, onde o ATP e a adenosina são os principais 

neurotransmissores, foi introduzido por Burnstock (1972). O ATP bem como seu metabólito, 

a adenosina, são purinas extracelulares envolvidas em diversos efeitos biológicos atuando nos 

receptores chamados purinérgicos (Ralevic e Burnstock, 1998, Fredholm, 1995, Burnstock, 

1997, Kennedy, 2000, Fagura et al., 2000). Os receptores purinérgicos foram primeiramente 

divididos bioquímica e farmacologicamente por Burnstock (1978) em 2 classes: P1 e P2. De 

acordo com esta classificação, os receptores P1 são exclusivos para a adenosina e são 

subdivididos em 4 tipos: A1, A2a, A2b e A3, estando todos acoplados à proteína G e são 

dependentes de adenilciclase. Além disso, eles são antagonizados por metilxantinas e seus 

derivados. Os receptores P2 são exclusivos para o ATP e são subdivididos em 2 tipos: P2X e 

P2Y. Nos mamíferos, os receptores P2X são subdivididos em 7 tipos: (P2X1 a P2X7) e são 
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dependentes de canais iônicos (ionotrópicos). Os P2Y são subdivididos em 5 tipos: (P2Y1, 

P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2Y11) e são acoplados à proteína G e operam via inositol trifosfato 

(Ralevic e Burnstock, 1998). O ATP é o agonista natural para os receptores P2, porém a sua 

meia vida é muito curta, ou seja, o ATP é muito instável e é rapidamente degradado na fenda 

sináptica por ecto-nucleotidases, sendo a adenosina o seu principal metabólito. Os receptores 

purinérgicos P2X são ativados por análogos ou agonistas mais estáveis do que o ATP como o 

alfa-beta-metil-ATP e o alfa-gama-metileno-ATP, enquanto os receptores P2Y têm como 

agonista o 2-metilthio-ATP (2meSATP). O agonista alfa-beta-metil-ATP e o alfa-gama-

metileno-ATP são inativos para os receptores P2Y. 

Recentemente, vários estudos têm demonstrado que o ATP extracelular, atuando nos 

receptores P2X, está envolvido em vários mecanismos centrais de regulação cardiovascular, 

respiratória e da temperatura corporal (Phillis et al., 1997; Horiuchi et al., 1999, Ralevic et 

al., 1999; Ralevic, 2000; Gourine et al., 2002; Paton et al., 2002; Gourine et al., 2004; de 

Paula et al., 2004; Gourine et al., 2005). Existem evidências de que o ATP, atuando no bulbo 

ventrolateral, desempenha um importante papel no controle vasomotor e da atividade 

simpática (Horiuche et al., 1999; Ralevic, 2000). Além disso, estudos mostraram que os 

receptores P2X desta área, participam também das respostas ventilatórias induzidas por 

hipercapnia (Spyer e Thomas, 2000). Adicionalmente, estudos mostraram que as purinas 

também participam do controle cardiovascular e respiratório atuando especificamente no NTS 

(Phillis et al., 1997; Spyer e Thomas, 2000; de Paula e Machado, 2001; Paton et al., 2002; de 

Paula et al., 2004, Antunes et al., 2005ª; Antunes et al., 2005b). Ainda neste contexto, estudos 

de Gourine et al. (2002, 2004 e 2005), mostraram o envolvimento da neurotransmissão 

purinérgica no controle da temperatura corporal, onde a microinjeção intracerebroventricular 

(icv) ou intra-hipotalâmica de agonistas purinérgicos P2X, promove uma queda da 

temperatura corporal de ratos. 
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Neurotransmissão Gabaérgica 

O GABA é um neurotransmissor inibitório distribuído ao longo de todo SNC e se liga 

basicamente em dois subtipos de receptores: os receptores GABAA e GABAB (Oliveira, 2007; 

Bowery et al., 1987; Christie e North, 1988; Bowery, 1989; Meeley et al., 1989; Araki et al., 

1992), sendo que o muscimol é um agonista de receptores GABAA. 

Estudos eletrofisiológicos mostraram que o efeito pós-sináptico do GABA seria mediado 

principalmente pelos receptores GABAA (bicuculina-sensíveis) que estão acoplados 

diretamente aos canais de ânion e cuja ativação promove um aumento na permeabilidade ao 

cloreto da membrana pós-sináptica e consequentemente reduz a despolarização produzida 

pela ação do neurotransmissor excitatório (Bormann, 1988). Estudos também mostraram uma 

possível modulação pré-sináptica da liberação de GABA mediada por autoreceptores do tipo 

GABAA (Hashimoto e Kuriyama, 1997). Os receptores GABAB, por sua vez, estão 

localizados principalmente nos terminais pré-sinápticos, porém também podem ter ações pós-

sinápticas, e pertencem à família dos receptores acoplados à proteína G e atuam através de 

segundos mensageiros levando no final a um aumento na condutância do potássio 

(hiperpolarização de membrana) e inibição dos canais de cálcio sensíveis à voltagem, 

acarretando a inibição da liberação do neurotransmissor (Bormann, 1988; Zhang e Mifflin, 

1998). 

Um estudo de Guthmann et al. (1998) demonstrou a presença de um denso plexo de 

varicosidades imunorreativas para o GABA ao longo do complexo NPB-KF, sendo que o 

processamento neural nessa região estaria sob forte inibição gabaérgica. Tanto receptores 

GABAA quanto GABAB estão presentes no NPBL (Christie e North, 1988; Araki et al., 1992), 

sendo que o GABA atuaria como um neurotransmissor inibitório tanto na parte gustatória 

quanto visceral do NPB, sendo seus efeitos mediados em parte por receptores GABAA 

(Kobashi e Bradley, 1998). 
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Estudo de Callera et al. (2005) mostrou um envolvimento de mecanismos gabaérgicos 

presentes no NPBL no controle da ingestão de água e sódio, sendo que injeções bilaterais de 

muscimol no NPBL induziu intensa ingestão de solução hipertônica de NaCl (0,3 M) 

acompanhada de um aumento na ingestão de água, sem alterar a ingestão de alimento, em 

ratos saciados. No entanto, o papel destes receptores do NPBL na regulação da VE em ratos 

não anestesiados ainda não tinha sido investigado. 

Unindo-se as informações a cerca do NPBL e sua importância para o controle respiratório, 

os estudos encontrados na literatura a respeito dos receptores purinérgicos e gabaérgicos, o 

objetivo do nosso estudo foi investigar o papel da ativação do NPBL nas respostas 

ventilatórias através da neurotransmissão purinérgica e inibição do NPBL através da 

neurotransmissão gabaérgica. 

5. OBJETIVOS 

Caracterização das respostas ventilatórias após a injeção do α,β-metil-ATP, do PPADS  e 

do muscimol no NPBL de ratos não anestesiados. 
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6. MATERIAL E MÉTODOS 

6.1. Animais 

Foram utilizados ratos Holtzman, com peso entre 290-310 g, fornecidos pelo Biotério do 

Campus de Araraquara da UNESP. Os animais foram mantidos no Biotério da Disciplina de 

Fisiologia em gaiolas de aço inoxidável individuais, em salas climatizadas (232ºC) e 

submetidos a um ciclo claro: escuro de 12:12 h. Os animais tiveram livre acesso à água e 

ração e os experimentos foram realizados entre as 8:00 e 18:00 h. Aos mesmos foram 

dispensados cuidados diários de limpeza e higiene do ambiente. 

O projeto foi enviado e aprovado pelo Comitê de Ética na Experimentação Animal da 

Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP (Protocolo No.: 13/2009). 

          6.2. Cirurgia estereotáxica para implantes de cânulas de aço inoxidável 

bilaterais no núcleo parabraquial lateral (NPBL) 

Para o implante de cânulas no NPBL, os ratos foram anestesiados com ketamina (80 

mg/kg de peso corporal) combinada com xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a 

um aparelho estereotáxico (modelo Kopf 900). Nos pontos de introdução das cânulas de aço 

inoxidável nas cabeças dos ratos foi feita trepanação do osso do crânio com uma broca 

esférica, abrindo um orifício de aproximadamente 1,5 mm de diâmetro. As cânulas (12 x 0,5 

mm d.i.) foram posicionadas bilateralmente, conforme as coordenadas: 9,6 mm caudal ao 

bregma, 2,1 mm lateral a linha mediana e 5,6 mm abaixo do osso de acordo com o atlas de 

Paxinos e Watson (1998). As cânulas foram fixadas nas cabeças dos ratos com parafusos e 

resina acrílica. Um mandril foi mantido dentro das cânulas para prevenir oclusão das cânulas 

e infecção. O procedimento cirúrgico não excedeu 40 min.  

6.3. Injeção de drogas no NPBL 

As drogas dissolvidas em solução salina fisiológica foram injetadas no NPBL utilizando-se 

seringas Hamilton de 5 μL conectada por um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora 
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que foi introduzida no encéfalo pela cânula guia previamente fixada no crânio. A agulha 

injetora era 2,0 mm mais longa do que a cânula guia. O volume de injeção foi de 0,2 μL 

bilateralmente no NPBL.  

6.4. Drogas utilizadas 

- ácido piridoxalfosfato-6-azofenil-2’,4’-disulfônico [PPADS (2,0 nmol/0,2 μL, antagonista 

dos receptores purinérgicos P2X) Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA];  

- α,β-metileno adenosina 5’ trifosfato sal de lítio [α,β-metil ATP ( 2,0 nmol/0,2 μL, agonista 

dos receptores purinérgicos P2X) Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA]. 

- Hidrobrometo de muscimol (0,5 nmol/0,2 l, agonista de receptores GABAA, Sigma 

Chemical, St Louis, MO, EUA).  

As drogas foram dissolvidas em salina que também foi usada como controle. 

            6.5. Medidas da Ventilação Pulmonar (VE)  

No dia do experimento, os animais foram submetidos às medidas da temperatura corporal e 

em seguida foram submetidos a um período de aclimatação na câmara de pletismografia por 

30 min. Após esse período, foram feitas as medidas de VE antes e após as injeções de α,β-

metil-ATP (2,0  nmol/0,2 μL) , PPADS (2,0  nmol/0.2 μL), Muscimol (0,5 nmol/0,2 μL) ou 

salina.  

Estas medidas de VE foram obtidas por pletismografia de corpo inteiro (Bartlett e Tenney, 

1970). Este método é baseado no princípio de que um animal, dentro de uma câmara vedada, 

tem seu volume de ar corrente inspirado aquecido, da temperatura da câmara à temperatura 

corporal e saturado com vapor de água; enquanto na expiração, seu volume de ar corrente é 

esfriado até a temperatura da câmara, havendo perda de vapor de água. Estas situações de 

aquecer e umedecer o ar inspirado e de esfriar e desidratar o ar expirado são acompanhadas 

por pequenas mudanças de pressão, que podem ser detectadas por um transdutor sensível. A 
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câmara de acrílico, onde o animal foi colocado e pôde se mover livremente teve conexão com 

o transdutor diferencial de pressão e com outra câmara de referência, a qual evita artefatos de 

medida provocados pela variação de pressão dentro do laboratório, como a abertura de portas. 

Além disto, a câmara estava equipada com um termômetro e uma seringa para calibração. 

Durante as medidas de ventilação, o fluxo foi interrompido e a câmara selada por curtos 

períodos de tempo (~ 2 min) e as oscilações na temperatura do ar causadas pela respiração 

puderam ser medidas como oscilações na pressão. Os sinais detectados pelo transdutor 

diferencial de pressão foram coletados por um registrador o qual estava conectado a um 

conversor analógico-digital. Isto permitiu a digitalização dos sinais em um microcomputador, 

utilizando um programa de aquisição de dados. Os dados foram analisados através de um 

programa de cálculos, permitindo a obtenção da freqüência respiratória (fR) e da amplitude do 

sinal (PT). O volume corrente (VT) foi calculado através da fórmula abaixo (Bartlett e 

Tenney, 1970). A calibração do volume foi feita antes e durante cada experimento por injeção 

na câmara de uma quantidade conhecida de ar (1 mL) usando uma seringa graduada. A VE foi 

calculada multiplicando o VT pela fR. Segundo Bartlett e Tenney (1970) medidas diretas de 

VE por pneumotacografia resultam em valores bastante próximos daqueles obtidos por 

pletismografia.  

VT = PT x VK x TC  x                 (PB - PC)                .Tb 

                   PK            TR         (PB-PC) – TC x (PB-PR) 

 

 

Definição dos símbolos da equação: 

VT: Volume de ar corrente. 

VK: Volume de ar injetado na câmara do animal para calibração. 

PT: Deflexão de pressão associada com cada volume de ar corrente. 
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PK: Deflexão de pressão associada ao volume injetado para calibração. 

Tb: Temperatura corporal (em Kelvin) 

TC: Temperatura do ar dentro da câmara do animal. 

PB: Pressão barométrica. 

PR: pressão de vapor de água a temperatura corporal.  

PC: pressão de vapor de água na câmara do animal . 

TR: temperatura ambiente 

 

6.6. Histologia para localização das injeções no NPBL 

Ao final dos experimentos foi injetado de 0,2 l de solução 2% de azul de Evans no NBPL 

para confirmar os sítios das injeções. Os ratos foram profundamente anestesiados e 

submetidos a uma perfusão cerebral por meio de injeção no coração (ventrículo esquerdo) de 

solução salina tamponada (50 mL), seguida de solução de formalina 10% (50 mL). Em 

seguida, os encéfalos foram retirados e fixados em formalina 10% por alguns dias. Cortes 

transversais (50 m de espessura) foram feitos nos pontos de injeção (no NPBL) com auxílio 

de um criostato (Leica). Os cortes histológicos, montados em lâmina foram corados pelo 

método Giemsa. A análise microscópica da localização dos sítios das injeções foi feita em 

microscópio óptico. Somente os ratos nos quais o local das injeções estava situado 

corretamente no NPBL foram utilizados para a análise estatística dos dados. 

6.7. Apresentação dos resultados e estatística 

Os dados obtidos foram apresentados como média  erro padrão da média (EPM). 

Teste t de student foi utilizado para as comparações dos grupos. Diferenças foram 

consideradas significantes para p < 0,05. 
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7. EXPERIMENTOS REALIZADOS 

7.1. Experimento 1. Caracterização das respostas ventilatórias induzidas pela 

injeção do agonista purinérgico α,β -metil-ATP no NPBL de ratos não anestesiados. 

Cada animal foi colocado na câmara de pletismografia a qual foi ventilada por ar 

atmosférico umedecido. Num período exploratório, que variou entre 30-60 min até que o 

animal ficasse calmo, a medida de ventilação basal foi efetuada. Após estes procedimentos, o 

animal recebeu no NPBL, injeções de α,β-metil-ATP (agonista dos receptores purinérgicos 

P2X) na dose de  2 nmol/0,2 µl. Após as injeções de α,β-metil-ATP (2 nmol/0,2 µl) no NPBL 

a ventilação do animal foi medida aos 2 minutos, pois após este período não foram observadas 

alterações na ventilação.  

7.2. Experimento 2. Caracterização das respostas ventilatórias induzidas pela 

injeção do antagonista purinérgico (PPADS) no NPBL de ratos não anestesiados. 

Os animais foram submetidos ao mesmo protocolo descrito no item 7.1, exceto que 

foi injetado PPADS (2 nmol/0,2 µl) no NPBL ao invés de α,β -metil-ATP. 

7.3. Experimento 3. Caracterização das respostas ventilatórias induzidas pela 

injeção do agonista gabaérgico muscimol no NPBL de ratos não anestesiados. 

Os animais foram submetidos ao mesmo protocolo descrito no item 7.1, exceto que 

foi injetado muscimol (0,5 nmol/0,2 μL) no NPBL ao invés de α,β -metil-ATP. 

7.4 Experimento 4. Caracterização das respostas ventilatórias induzidas pela 

injeção de salina no NPBL de ratos não anestesiados. 

Os animais foram submetidos ao mesmo protocolo descrito no item 7.1, exceto que 

foi injetado 0,2 μL salina no NPBL ao invés de α,β -metil-ATP. 
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8. RESULTADOS 

8.1. Experimento 1. Caracterização das respostas ventilatórias induzidas pela injeção 

do agonista purinérgico α,β-metil-ATP no NPBL de ratos não anestesiados. 

A figura 1 mostra o efeito da injeção bilateral α,β-metil-ATP (2 nmol/0,2 µl) no NPBL 

sobre a frequência respiratória (fR) de ratos não anestesiados. Podemos observar que o grupo 

de 8 animais possui uma fR basal de 137  6 ciclos/min, barra preta e que a injeção bilateral 

α,β-metil-ATP no NPBL promoveu uma queda na fR 108  5 ciclos/min (p = 0,005), barra 

branca. 

A figura 2 mostra o efeito da injeção bilateral α,β-metil-ATP (2 nmol/0,2 µl) no NPBL 

sobre o volume corrente (VT) de ratos não anestesiados. Podemos observar que o grupo de 8 

animais possui um VT basal de 2  0,3 ml/kg, barra preta e que a injeção bilateral α,β-metil-

ATP  no NPBL não promoveu alterações no VT 2   0,3 ml/kg (p = 0,967), barra branca. 

A figura 3 mostra o efeito da injeção bilateral α,β-metil-ATP (2 nmol/0,2 µl) no NPBL 

sobre a ventilação (VE) de ratos não anestesiados. Vale ressaltar que VE é o produto entre fR 

e VT. Podemos observar que o grupo de 8 animais possui uma VE basal de 325  43  ml.kg-

1.min-1, barra preta e que a injeção bilateral α,β-metil-ATP no NPBL promoveu uma queda 

na VE 263   42 ml.kg-1.min-1 (p = 0,001), barra branca. 
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Figura 1: Frequência respiratória (fR) antes (basal, barra preta) e após (barra branca) a 

injeção bilateral de α,β-metil-ATP (2 nmol/0,2 µl) no NPBL. * significativamente diferente 

do basal (p<0,05). Os resultados são apresentados como média ± EPM, n = número de ratos. 
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Figura 2: Volume corrente (VT) antes (basal, barra preta) e após (barra branca) a injeção 

bilateral de α,β-metil-ATP (2 nmol/0,2 µl) no NPBL. O VT basal quando comparado ao VT 

após a injeção bilateral de α,β-metil-ATP não apresentou diferença significativa (p>0,05). Os 

resultados são apresentados como média ± EPM, n = número de ratos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 

Ventilação

V
E

 (
m

L
 .

 K
g

-1
 .

 m
in

-1
 )

 

0

100

200

300

400

basal

n=8

*

-metil-ATP  

 

Figura 3: Ventilação (VE) antes (basal, barra preta) e após (barra branca) a injeção bilateral 

de α,β-metil-ATP (2 nmol/0,2 µl) no NPBL.  * significativamente diferente do basal (p<0,05). 

Os resultados são apresentados como média ± EPM, n = número de ratos. 
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8.2. Experimento 2. Caracterização das respostas ventilatórias induzidas pela 

injeção do antagonista purinérgico (PPADS) no NPBL em ratos não anestesiados. 

A figura 4 mostra o efeito da injeção bilateral PPADS (2 nmol/0,2 µl) no NPBL sobre a 

frequência respiratória (fR) de ratos não anestesiados. Podemos observar que o grupo de 6 

animais possui uma fR basal de 115  2 ciclos/min, barra preta e que a injeção bilateral de 

PPADS no NPBL promoveu um aumento na fR de 138  9 ciclos/min (p = 0,030), barra 

branca.  

A figura 5 mostra o efeito da injeção bilateral PPADS (2 nmol/0,2 µl) no NPBL sobre o 

volume corrente (VT) de ratos não anestesiados. Podemos observar que o grupo de 6 animais 

possui um VT basal de 3,5  0,7 ml/kg,barra preta e que a injeção bilateral de PPADS no 

NPBL não promoveu alterações no VT 3,5  0,3 ml/kg (p = 0,984),  barra branca. 

A figura 6 mostra o efeito da injeção bilateral PPADS (2 nmol/0,2 µl) no NPBL sobre a 

ventilação (VE) de ratos não anestesiados. Vale ressaltar que VE é o produto entre fR e VT. 

Podemos observar que o grupo de 6 animais possui uma VE basal de 399  73 ml.kg-1.min-1, 

barra preta e que a injeção bilateral PPADS (2 nmol/0,2 µl) no NPBL  não alterou a VE 485  

43 ml.kg-1.min-1 (p = 0,366),  barra branca. 
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Figura 4: Frequência respiratória (fR) antes (basal, barra preta) e após (barra branca) a 

injeção bilateral de PPADS (2 nmol/0,2 µl) no NPBL. * significativamente diferente do basal 

(p<0,05). Os resultados são apresentados como média ± EPM, n = número de ratos. 
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Figura 5: Volume corrente (VT) antes (basal, barra preta) e após (barra branca) a injeção 

bilateral de PPADS (2 nmol/0,2 µl) no NPBL. O VT basal quando comparado ao VT após a 

injeção bilateral de PPADS não apresentou diferença significativa (p>0,05). Os resultados são 

apresentados como média ± EPM, n = número de ratos. 
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Figura 6: Ventilação (VE) antes (basal, barra preta) e após (barra branca) a injeção bilateral 

de PPADS (2 nmol/200 nl) no NPBL. A VE basal quando comparada a VE após a injeção 

bilateral de PPADS não apresentou diferença significativa (p>0,05). Os resultados são 

apresentados como média ± EPM, n = número de ratos. 
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8.3. Experimento 3. Caracterização das respostas ventilatórias induzidas pela 

injeção do agonista gabaérgico muscimol no NPBL em ratos não anestesiados. 

A figura 7 mostra o efeito da injeção bilateral muscimol (0,5 nmol/0,2 μL) no NPBL sobre 

a freqüência respiratória (fR) de ratos não anestesiados. Podemos observar que o grupo de 13 

animais possui uma fR basal de 119  6 ciclos/min, barra preta e que a injeção bilateral de 

muscimol no NPBL diminuiu significativamente a fR 92  6 ciclos/min (p =0,003),   barra 

branca.  

A figura 8 mostra o efeito da injeção bilateral muscimol (0,5 nmol/0,2 μL) no NPBL sobre 

o volume corrente (VT) de ratos não anestesiados. Podemos observar que o grupo de 13 

animais possui um VT basal de 1,9  0,1 ml/kg, barra preta e que a injeção bilateral de 

muscimol no NPBL aumentou significativamente VT 2,7  0,3 ml/kg (p =0,010), barra 

branca. 

A figura 9 mostra o efeito da injeção bilateral muscimol (0,5 nmol/0,2 μL)  no NPBL sobre 

a ventilação (VE) de ratos não anestesiados. Vale ressaltar que VE é o produto entre FR e VT. 

Podemos observar que o grupo de 13 animais possui uma VE basal de 221  17 ml.kg-1.min-

1, barra preta e que a injeção bilateral muscimol no NPBL não promoveu alterações na VE 

236  25 ml.kg-1.min-1 (p = 0,320), barra branca. 
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Figura 7: Frequência respiratória (fR) antes (basal, barra preta) e após (barra branca) a 

injeção bilateral de muscimol (0,5 nmol/0,2 μL) no NPBL. * significativamente diferente do 

basal (p<0,05). Os resultados são apresentados como média ± EPM, n = número de ratos. 
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Figura 8: Volume corrente (VT) antes (basal, barra preta) e após (barra branca) a injeção 

bilateral de muscimol (0,5 nmol/0,2 μL) no NPBL. * significativamente diferente do basal 

(p<0,05). Os resultados são apresentados como média ± EPM, n = número de ratos. 
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Figura 9: Ventilação (VE) antes (basal, barra preta) e após (barra branca) a injeção bilateral 

de muscimol (0,5 nmol/0,2 μL)  no NPBL. A VE basal quando comparada a VE após a 

injeção bilateral de muscimol não apresentou diferença significativa (p>0,05). Os resultados 

são apresentados como média ± EPM, n = número de ratos. 
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8.4. Experimento 4. Caracterização das respostas ventilatórias induzidas pela 

injeção de salina no NPBL de ratos não anestesiados. 

Foi realizada a injeção de salina, usada como veículo das drogas utilizadas nos 

experimentos, em que a salina teve o papel de controle, para que fosse comprovado que as 

respostas obtidas pelas injeções realizadas eram efetivamente do efeito das drogas injetadas, e 

não do possível efeito exercido pela pressão do volume injetado no NPBL. 

Comparando-se os parâmetros respiratórios basais com a injeção de salina, foi obtido 

p>0,05 para todos os parâmetros medidos (fR,VT e VE). Para a frequência respiratória 

observou-se basal de 87  8 ciclos/min, e após a injeção 90  10 ciclos/min, sendo p = 0,50. 

Já para o volume corrente, VT basal de 2,9  0,4 ml/kg e pós injeção de 4,0  0,8 ml/kg, 

sendo p = 0, 215. E por fim, para a ventilação, foi observado basal de 267,4  80 ml.kg-1.min-

1 e pós injeção 375,746982  82 ml.kg-1.min-1, sendo p = 0,326. 

Tendo em vista os resultados obtidos, provou-se que a injeção de salina não modificou os 

parâmetros respiratórios observados. 

 

8.5. Histologia 

A figura 10 apresenta uma fotomicrografia de um corte transversal do tronco encefálico 

(região da ponte) de um rato representativo do grupo mostrando os sítios de injeção 

bilateral no NPBL (setas). Como referência anatômica, utilizamos o pedúnculo cerebelar 

superior (pcs, linha pontilhada). 
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Figura 10: Fotomicrografia mostrando os sítios de injeção no NPBL (setas). pcs, 

pedúnculo cerebelar superior (linha pontilhada). A barra indica 1,0 mm. 
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9. DISCUSSÃO 

Os presentes resultados mostram que a injeção bilateral do agonista purinérgico, α,β-metil-

ATP, no NPBL reduziu a fR, não alterou o VT e reduziu a VE. Por outro lado, a injeção 

bilateral do antagonista purinérgico, PPADS, teve efeito oposto sobre a fR, ou seja, aumentou 

a fR, não alterou o VT e uma tendência de aumentar a VE. Estes dados sugerem que os 

receptores purinérgicos possuem uma participação tônica inibitória na regulação da fR, o que 

afeta diretamente a VE.  

Adicionalmente, nossos resultados mostram que a inibição da atividade dos neurônios do 

NPBL por meio da injeção bilateral do agonista gabaérgico muscimol provocou uma 

diminuição da fR, aumento do VT, sem alterar a VE. Estes dados sugerem que o NPBL está 

envolvido com o controle da fR e VT basais. Desta forma, podemos notar que os efeitos do 

agonista purinérgico, α,β-metil-ATP, e do agonista gabaérgico, muscimol, são muito 

parecidos a fR, sugerindo que a ativação dos receptores purinérgicos liberando ATP 

endogenamente poderia ativar neurônios gabaérgicos e assim diminuir a fR. Esta interação 

entre receptores purinérgicos e gabaérgicos foi evidenciada no NTS (Duy et al., 2010) onde 

os autores sugerem que  receptores da adenosina poderiam diminuir a recaptação de GABA 

pelo terminal sinaptico, potencializando os efeitos deste neurotransmissor. Além disso, Phillis 

(1998) demonstrou em neurônios encefálicos corticais que a ação inibitória dos receptores 

A2a de adenosina é devido à liberação de GABA nestes neurônios. No entanto, esta interação 

nunca foi demonstrada no NPBL e mais estudos serão necessários para melhor esclarecer esta 

questão. 

Vários trabalhos da literatura têm demonstrado à participação do NPB, e em especial do 

NPBL, no controle da ventilação, estudos funcionais mostraram que diferentes efeitos na 

ventilação podem ser observados através da ativação do NPB. Neurônios localizados no 
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núcleo parabraquial medial (NPBM) ou KF estariam envolvidos com a prolongação da 

expiração envolvendo uma diminuição na freqüência respiratória. Enquanto que ativação de 

neurônios localizados no NPBL levaria a uma resposta facilitatória inspiratória (Spyer, 2009), 

envolvendo um aumento da freqüência respiratória (Chamberlin e Saper, 1994; Lara et al., 

1994; Chamberlin e Saper, 1998). Além disso, estudos de Song e Poon (2009 a,b) mostraram 

que a lesão do NPBL causou uma diminuição do tempo de expiração durante a hipóxia e 

hipercapnia, sugerindo que este núcleo pode ser o local na ponte de integração entre os 

quimiorreceptores centrais e periféricos controlando o tempo de expiração e inspiração. 

Inibição da porção dorsolateral do NPB por meio de injeção de lidocaína promoveu uma 

redução da resposta pressora decorrente da ativação dos quimiorreceptores com KCN, 

sugerindo envolvimento dessa área no componente simpatoexcitatório do quimiorreflexo 

(Haibara et al.,  2002). Tanto hipóxia quanto hipercapnia promoveram expressão da proteína 

c-fos no NPBL (Berquin et al., 2000). Estudo eletrofisiológico mostrou que neurônios dentro 

do NPBL e NPBM são responsivos ao sinal gerado pela ativação dos quimiorreceptores 

periféricos (Hayward e Felder, 1995). Portanto, o NPB parece ter um importante papel no 

quimiorreflexo. 

Não apenas estudos funcionais, mas também estudos anatômicos colaboram para o 

envolvimento do complexo parabraquial na regulação da ventilação. O NPB apresenta 

conexões anatômicas recíprocas com o bulbo, como por exemplo, com o grupo respiratório 

dorsal e ventral, incluindo o complexo Botzinger, além de indiretamente receber sinais 

reflexos aferentes dos receptores pulmonares e das vias respiratórias (Kalia, 1977; Loewy e 

Burton, 1978; King, 1980; Saper e Loewy, 1980; Fulwiler e Saper, 1984; Jordan e Spyer, 

1986; Smith et al., 1989; Herbert et al., 1990; Loewy, 1990; Moga et al., 1990; Allen et al., 

1991; Krukoff et al., 1993; Gang et al., 1995; Gaytan et al., 1997). Baseando-se nos dados 

funcionais e nas conexões anatômicas do NPBL demonstrados pela literatura, seria possível 
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que um bloqueio agudo da sua funcionalidade poderia levar as alterações dos parâmetros 

ventilatórios analisados. E nossos resultados mostram que a inibição aguda da atividade dos 

neurônios do NPBL com muscimol promoveu uma diminuição da fR, aumento do VT, sem 

alterar a VE. 

Com relação ao envolvimento dos receptores purinérgicos centrais no controle da VE vários 

estudos têm investigado esta hipótese (Phillis et al., 1997, Spyer e Thomas, 2000, Gourine et 

al., 2005b, Antunes et al., 2005ª, Antunes et al., 2005b, Morais et al., 2011). Phillis et al., 

1997 mostraram que a injeção de adenosina no NTS caudal diminui a fR. Adicionalmente, a 

injeção de ATP em diferentes sub-regiões do NTS promove diferentes alterações respiratórias 

como apnéia (Gourine et al., 2005, Antunes et al., 2005ª, Antunes et al., 2005b). Além disso, 

os receptores P2 do NTS participam das respostas ventilatórias induzidas por hipercapnia 

(Spyer e Thomas, 2000). Também existem evidências de que os receptores purinérgicos do 

complexo Botzinger/área bulbar ventrolateral rostral (RVL) são essenciais para o 

aparecimento das respostas ventilatórias após ativação do quimiorreflexo (Moraes et al., 

2011). Porém, todos estes estudos envolvendo a participação dos receptores purinérgicos no 

controle da VE foram realizados no bulbo, no NTS ou na superfície ventral (complexo 

Botzinger/RVL). Nossos estudos foram os primeiros a investigar o envolvimento dos 

receptores purinérgicos da ponte, especificamente no NPBL, no controle da ventilação. Os 

resultados mostram que a injeção bilateral de α,β-metil-ATP (agonista purinérgico P2) no 

NPBL reduziu a fR, não alterou o VT e reduziu a VE e a injeção bilateral do PPADS 

(antagonista purinérgico P2) teve efeito oposto sobre a fR, ou seja, aumentou a fR, não alterou 

o VT e uma tendência de aumentar a VE. Além destes efeitos sobre a VE, estudo de nosso 

laboratório demonstrou que a injeção de α,β-metil-ATP no NPBL promove aumento da 

pressão arterial sem alterar a freqüência cardíaca e esta hipertensão foi bloqueada pelo 

antagonista PPADS (Menezes et al., 2010). Ainda com relação aos receptores purinérgicos do 
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NPBL, Menezes et al. (2011) demonstraram que a ativação dos receptores purinérgicos P2X 

do NPBL facilitam a ingestão de sódio induzida por depleção de sódio, este efeito foi 

principalmente devido a uma redução dos mecanismos inibitórios para a ingestão de sódio 

presentes no NPBL. O conjunto destes resultados sugere que os receptores purinérgicos do 

NPBL estão envolvidos em ajustes cardiorespiratórios bem como em resposta 

comportamentais para manutenção do equilíbrio hidromineral. 

Em resumo, os resultados sugerem um envolvimento do NPBL na regulação da ventilação 

pulmonar, principalmente na freqüência respiratória e que os receptores purinérgicos do 

NPBL estão envolvidos nesta regulação.  
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