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RESUMO

A hipoxia intermitente (HI), condicdo comumente observada em
situacBes patoldgicas, promove aumentos na atividade simpatica e na
pressdo arterial (PA), bem como elevacdo persistente na ventilagéo, por
mecanismos ainda ndo completamente elucidados. No presente estudo,
mostramos com detalhes as alteragBes cardiorrespiratdrias induzidas
pela HI aguda (HIA; 10 episodios 6-7% O2 por 45 s, intercalados por 5
min de normdxia/hiperoxia) em ratos adultos (290-300 g) néo
anestesiados ou anestesiados com uretana (1,2 g/Kg, i.p.). Nos animais
ndo anestesiados, a HIA promoveu uma elevagdo persistente da PA
(n=9, P<0,05) associado ao aumento das modulag¢des simpética (n=9,
P<0,05) e respiratdria (n=9, P<0,05) sobre a PA, obtidas pela andlise de
variabilidade da PA. Nestes animais também houve redugdo da
frequéncia respiratoria (n=5, P<0,05). Em ratos anestesiados, a HIA
resultou em aumento das atividades motoras inspiratéria (diafragma-
DIA; n=12, P<0,05) e expiratoria (abdominais-ABD; n=8, P<0,05).
Tanto o aumento na PA e no ABD induzidos pela HIA foram abolidos
apos a inibicdo bilateral do nucleo retrotrapezoide (RTN) com muscimol
(ImM, 50 nL), indicando importante participacdo deste nicleo nas
alteracOes cardiorrespiratorias induzida pela HIA. Considerando estudos
mostrando envolvimento serotoninérgico no contexto da HIA,
verificamos que microinjecGes intermitentes (MI) de 5-HT (1mM, 50
nL, com 5 minutos de intervalo) no RTN de animais anestesiados (n=7,
P<0,05), induziu aumento significativo e sustentado da atividade ABD
(padréo expiratdrio ativo), por pelo menos 60 min ap6s a Ultima
microinjecdo, de forma semelhante aquele observado apds a HIA. Tal
elevacdo da atividade ABD néo foi observada apds a realizacdo de Ml
veiculo ou Unicas de 5-HT no RTN. O aumento promovido pela Ml de
5HT no RTN foi associado a facilitacdo das respostas ventilatdrias a
hipercapnia (n=7, P<0,05), sugerindo uma possivel sensibilizacdo dos
quimiorreceptores centrais localizados no RTN. Ademais, a resposta de
ativacdo expiratéria induzida pela Ml de 5-HT no RTN foi
potencializada apds a realizagdo da vagotomia bilateral (n=6, P<0,05),
indicando um possivel funcdo inibitéria das aferéncias vagais sobre o
processamento da resposta ABD ao nivel do RTN. Em conjunto, nosso
resultados mostram que a HIA, tanto em condigdes anestesiadas como,
principalmente, em condi¢bes ndo anestesiadas, promove facilitacdo a
longo prazo das atividades simpatica e motoras inspiratoria e
expiratoria. A ativacdo intermitente de mecanismos serotoninérgicos no
RTN promove alteragBes do padrdo respiratorio, com o aparecimento da



expiracdo ativa em condigdes basais, semelhante aos animais expostos a
HIA, associado a potencializacdo das repostas ventilatorias a
hipercapnia. Tais observagdes sugerem que 0S mecanismos
serotoninérgicos do RTN podem desempenhar fungdo modulatéria
importante na sensibilizacdo dos quimiorreceptores centrais do RTN,
fato que pode contribuir para o aparecimento das alteragdes
cardiorrespiratOrias apos a exposicao a HIA.

Palavras-chave: Atividade simpética, expiracdo forcada, hipoxia
intermitente, ndcleo retrotrapezoide, serotonina.



ABSTRACT

Intermittent hypoxia (HI), a condition commonly observed in
pathological conditions, promotes increases in sympathetic activity and
arterial blood pressure (BP) as well as a persistent increase in
ventilation, by mechanisms not yet fully elucidated. In the present study,
we explored in details the cardiorespiratory changes elicited by acute HI
(HIA; 10 episodes 6-7 % O2 for 45 s, interspersed by 5 min of
normoxia/hyperoxia) in adult rats (290-300 g) unanesthetized or
anesthetized with urethane (1.2 g/kg, ip). In unanesthetized animals, the
HIA promoted a sustained raise in BP (n=9 , P <0.05) associated with
increased sympathetic (n=9 , P <0.05) and respiratory (n=9 , P < 0 05)
modulations on BP, obtained by analyses of BP variability. In these
animals, we also observed a reduction in respiratory frequency (n=5, P
<0.05). In anesthetized rats, HIA resulted in increased inspiratory
(diaphragm-DIA, n=12 , P<0.05) and expiratory (abdominal-ABD, n=8,
P<0.05) motor activities. Both HIA-induced increases of BP and ABD
activity were abolished after bilateral inhibition retrotrapezoid nucleus
(RTN) with muscimol microinjections (1 mM, 50 nL), suggesting an
important role of this nucleus in cardiorespiratory changes induced by
HIA. Based on studies showing an important serotonergic role in the
scenario of HIA, in another experimental protocol we found that
intermittent microinjections (IM) of 5-HT (1 mM, 50 nL) in the RTN of
anesthetized animals (n=7, P< 0.05), administered with 5 minutes apart,
induced a significant and sustained increase of ABD activity (active
expiratory pattern) for at least 60 min after the last microinjection,
similar to that observed after HIA. This increase of ABD activity was
not observed after single MI of 5-HT or vehicle in the RTN.
Importantly, the ABD increase elicited by 5-HT MI in RTN was
associated with a facilitation of ventilatory responses to hypercapnia
(n=7, P<0.05), suggesting a possible sensitization of central
chemoreceptors located in the RTN. In addition, the expiratory motor
activation induced by 5-HT MI in the RTN was enhanced after the
bilateral vagotomy (n=6, P<0.05), suggesting possible inhibitory role of
vagal afferents on the processing of the ABD response to the RTN level.
Together, our results show that HIA exposure, in both anesthetized and
unanesthetized conditions, elicits long-term facilitations of sympathetic
and inspiratory and expiratory motor activities. Furthermore,
intermittent activation of serotonergic mechanisms in RTN promotes
changes in breathing pattern, with the emergence of active expiration at
basal conditions, similarly to animals exposed to HIA, associated with a



potentiation of ventilatory responses to hypercapnia. These observations
suggest that serotonergic mechanisms RTN may play an important
modulatory role in increasing the sensitivity of the RTN central
chemoreceptors, which may contribute to the onset of cardiorespiratory
alterations induced by HIA.

Keywords: Sympathetic activity, forced expiration, intermittent
hypoxia, retrotrapezoid nucleus, serotonin.
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INTRODUCAO

A manutencdo da pressdo arterial (PA) em niveis adequados €
essencial para garantir a perfusdo tecidual de substratos essenciais para o
metabolismo celular e o funcionamento dos diversos 6rgaos e sistemas
do organismo. A PA é um parametro decorrente da resisténcia vascular
(tbnus vascular) e do débito cardiaco (volume sistdlico, contratilidade e
frequéncia cardiaca), as quais sdo controlados pelo sistema nervoso
autonémico, principalmente pelo seu segmento simpatico (SNS —
Sistema Nervoso Simpatico), por meio dos seus nervos eferentes
atuando sobre os vasos sanguineos e o coragdo (Dampney, 1994;
Guyenet, 2006; Malpas, 2010).

O grupamento neuronal rostral ventrolateral do bulbo (rostral
ventrolateral medula — RVLM,; figura 1) é composto por uma populacéo
de neurdnios glutamatérgicos (que apresentam transportador vesicular
de glutamato 2), considerados a principal fonte de excitacdo dos
neurdnios pré-ganglionares da coluna intermédio lateral, haja visto que
sua inibicdo acarreta em queda expressiva na atividade simpética e,
consequentemente, da PA (Ross et al., 1984; Benarroch et al.,1986;
Dampney, Goodchild & McAllen, 1987; Sved & Gordon, 1994;
Stornetta et al., 2002; Guyenet, 2006). Evidencias experimentais
demonstram que os neurdnios do RVLM, em determinadas condi¢es
experimentais (in vitro), apresentam uma caracteristica intrinseca em
gerar potenciais de acdo de forma esponténea, promovendo, assim, 0s
niveis de atividade simpatica eferente basal (Sun et al., 1988). Contudo,
tal evidéncia é ainda controvérsia, uma vez que ha estudos mostrando
gue a atividade dos neurbnios da RVLM in vivo é determinada,
essencialmente, por uma rede sinéptica (Lipski et al., 1998).
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Figural. Esquema de Zoccal et al., (2009) demonstrando a disposi¢éo
dos nucleos relacionados a atividade respiratoria e cardiovascular na ponte e
bulbo. iINTS — nucleo do trato solitario intermediario; cNTS — nlcleo do trato
solitario comissural; cVRG — grupo respiratorio ventral caudal; r'VRG — grupo
respiratério ventral rostral; Pre-B6tC — complexo pre-Bétzinger; B6tC-
complexo Botzinger; NA — nicleo ambiguos; RVLM - rostro ventrolateral do
bulbo; CVLM - caudal ventrolateral do bulbo; RTN/pFRG - nucleo
retrotrapezoide/grupo respiratorio parafacial; 7 — ndcleo facial; A5 — érea
pressora A5; KF — Kdlliker-Fuse; e PBN — nicleo parabraquial.

Sabe-se que diversas populacdes neuronais, distribuidas em
niveis distintos do sistema nervoso central, como por exemplo, os
nucleos da rafe, area pressora A5, nlcleo parabraquial ou prosencéfalo
(hipotadlamo, amigdala, regiGes corticais), contribuem de forma
significativa para a geracdo de atividade simpética (Dampney et al.,
2005; Coote, 2005; Guyenet, 2006). Tais populagdes neuronais acima
citadas parecem exercer sua contribuicdo no controle cardiovascular
através de projecgdes excitatorias para o0 RVLM, localizado na superficie
ventral do bulbo, que desempenha papel central na geracdo da atividade
simpatica (Guyenet, 2006). Além disso, os neurdnios localizados no
nicleo do trado solitario (NTS) também parecem modular, de forma
direta ou indireta, a atividade dos neurdnios do RVLM, tanto por vias
excitatorias (relacionados a ativacdo dos quimiorreceptores periféricos),
guanto por vias inibitorias (por meio de informacdes advindas dos
barorreceptores arteriais) (Spyer, 1994; Koshiya & Guyenet, 1996;
Accorsi-Mendonga et al., 2009). Nesse sentido, a excitacdo dos
neurdnios do RVLM parece depender de um balango entre excitacdo e
inibicdo que ali confluem. Dessa forma, os mecanismos de controle da
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atividade simpatica estdo intimamente e diretamente relacionados ao
controle da funcéo cardiovascular.

Dentre esses, podemos citar 0s mecanismos de controle rapido da
PA que atuam sobre o SNS, controlando os niveis de atividade simpatica
de acordo com informacdes aferentes provenientes de receptores
sensoriais localizados no sistema cardiovascular. Um  desses
mecanismos  refere-se  ao  barorreflexo, cujos  receptores
(mecanorreceptores) estdo localizados nas artérias cardtidas e no arco
aortico e sdo estimulados pelo estiramento da parede desses vasos em
condi¢des de aumento da PA (Chapleau, et al., 1995; Choong et al.
2013). As informacbes geradas por esses receptores sdo conduzidas
pelos nervos depressor aortico e sinusal até o NTS (Bailey et al., 2006;
Guyenet, 2006). Essa regido é de fundamental importancia para o
processamento e transmissdo das informacBes periféricas para outras
areas do tronco cerebral envolvidas com o controle da PA. Neste
sentido, as informagGes provenientes dos barorreceptores sdo
processadas no NTS e entdo enviadas ao nucleo ambiguo e nicleo
dorsal do vago, por meio de uma projecdo excitatoria, controlando a
atividade parassimpatica para o coracdo (Dampney, 1994). Ademais, do
NTS partem projecBes excitatérias para 0s neurdnios gabaérgicos da
regido caudal ventrolateral do bulbo (caudal ventrolareral medulla,
CVLM) (Guyenet, 2006; figura 1), os quais exercem acdo inibitdria
tbnica sobre o0s neurbnios pré-motores simpaticos do RVLM
(Schreihofer & Guyenet, 2003). Portanto, o recrutamento destas vias
neuronais decorrentes da estimulagdo dos barorreceptores arteriais
promove respostas reflexas de aumento da atividade parassimpatica para
0 coragdo e diminuicdo da atividade simpética para o coracdo e vasos
sanguineos, acarretando em bradicardia e hipotensdo (Machado et al.,
2000; Guyenet, 2006).

Outro importante reflexo de controle rapido da atividade
simpatica refere-se ao quimiorreflexo periférico. Este reflexo baseia-se
na deteccao das alteracdes nos niveis de O2 no sangue arterial, por meio
de células especializadas denominadas quimiorreceptores periféricos,
presentes principalmente na bifurcacdo das car6tidas em estrutura
denominada de corpusculo carotideo (Lahiri et al., 2006). A estimulagéo
desses receptores, em situacdes de quedas da pressdo parcial de O2
(hipoxemia), promove respostas cardiovasculares de bradicardia
(decorrente de um aumento da atividade parassimpética para o coragao)
e de aumento da PA (decorrente de um aumento da atividade simpatica
para 0s vasos sanguineos), associadas a respostas ventilatorias de
aumento de frequéncia e amplitude da atividade respiratdria (Guyenet et
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al., 2012; Wang et al., 2013). Toda via, esta respostas desencadeadas
pelos quimiorreceptores periféricos atinge propor¢des mais elaboradas,
haja visto que envolve alteragcBes cardiovasculares e respiratérias
integradas na tentativa de restaurar a homeostase dos gases sanguineos
(Guyenet et al., 2010).

Os quimiorreceptores enviam suas informagdes para 0s neurdnios
do NTS, por meio dos nervos vago e glossofaringeo (Donoghue et al.,
1984; Bailey et al., 2006). Os neurdnios do NTS que recebem as
informagfes dos quimiorreceptores periféricos, por sua vez, enviam
projecdes para outras areas do SNC intimamente relacionadas ao
controle da atividade simpatica e da atividade respiratdria, como por
exemplo, para o nucleo parabraquial (NPB), Koélliker-Fuse (KF), area
Ab5, nlcleo retrotrapezoide (RTN), nicleo paraventricular do hipotalamo
(PVN) e a RVLM (Mifflin, 1992; Colombari et al., 1996; Koshiya &
Guyenet, 1996; Olivan et al., 2001; Haibara et al., 2002; Takakura et al.,
2006; Morschel & Dutschmann, 2009). A ativacdo dos neurbnios do
NTS, por meio das informacdes dos quimiorreceptores periféricos,
promove: i)a estimulacdo do ndcleo ambiguo (resposta parassimpato-
excitatoria) (Haibara et al., 1995); ii) a ativacdo dos neuronios do
RVLM (resposta simpato-excitatoria) (Aicher et al., 1996; Koshiya &
Guyenet, 1996); iii) o recrutamento de neurbnios relacionados com o
controle e geracdo do padrdo respiratorio (respostas ventilatdrias)
(Powell et al., 1998; Feldman & Del Negro, 2006).

A resposta simpética do quimiorreflexo apresenta-se na forma de
disparos fésicos intimamente correlacionados com o aumento da
atividade respiratoria (Dick et al., 2004; Mandel & Schreihofer, 2009;
Costa-Silva et al., 2010). Dessa forma, sugere-se que 0 processamento
da resposta simpatica do quimiorreflexo é dependente, pelo menos em
parte, da ativacdo dos neurdnios respiratérios, os quais, por meio de
mecanismos de interacdo com o SNS, influenciard a atividade dos
neurbnios da RVLM (Zoccal et al., 2009). De fato, uma interagdo entre
0S neurdnios respiratorios e 0s neurdnios geradores da atividade
simpatica parece ocorrer em condicdes basais (Barman & Gebber, 1980;
Malpas, 1998), indicando uma possivel funcdo do sistema respiratério
na modulacdo da atividade simpética para o sistema cardiovascular.

A modulacdo respiratoria da atividade simpatica foi
primeiramente constatada pelos estudos pioneiros de Adrian e cols.
(1932), os quais demonstraram, em gatos e coelhos anestesiados, que a
atividade simpatica apresenta disparos ritmicos e sincronizados com o
ciclo respiratdrio. Estudos subsequentes demonstraram que, apesar de
existir variagbes entre espécies (Habler et al., 1994; Janig & Habler,



29

2003), entre diferentes nervos simpaticos registrados (Gilbey et al.,
1986; Dick et al., 2004) ou a presenca de anestesia ou ndo (Malpas,
1998; Zoccal et al., 2008), a atividade simpdtica para 0s vasos
sanguineos, em condigdes basais (normdxia/normocapnia), apresenta
uma aumento fasico predominantemente durante a fase inspiratoria, com
um pico de atividade durante a fase final da inspiracdo ou inicio do
periodo expiratério (Malpas, 1998). Tal modulacdo respiratria da
atividade simpética parece ser transmitida aos vasos, gerando, dessa
forma, oscilagbes na PA denominada de ondas de Traube-Hering
(Simms et al., 2009).

Estudos sugerem que parte desta modulacdo respiratéria da
atividade simpatica é decorrente de informacGes aferentes provenientes
da periferia, em especial dos barorreceptores e dos receptores de
estiramento pulmonar, os quais sdo ativados a cada ciclo respiratério
(Boczek-Funcke et al., 1992; Bernandi et al., 2001). No entanto, tais
oscilacOes respiratorias na atividade simpatica persistem mesmo apds a
vagotomia e a decerebracdo, indicando a existéncia de um acoplamento
central entre as atividades simpatica e respiratoria geradas no tronco
cerebral, por meio de conexdes entre 0s neurbnios simpaticos e
respiratorios (Barman & Gebber, 1980; Haselton & Guyenet, 1989a;
Miyazaki et al., 1998). Estudos sugerem que tal acoplamento simpatico-
respiratorio parece ser um importante mecanismo para: |) otimizar a
relacdo entre débito cardiaco e ventilacdo, aumentando a eficiéncia da
relacdo entre a captacdo de oxigénio e perfusdo tecidual em condigdes
de repouso; Il) fomentar o processamento dindmico e integrativo de
ajustes cardiovasculares e respiratorios reflexos essenciais para a
manutencdo da homeostase, como aqueles observados em resposta a
reducdo da pressdo parcial de oxigénio do sangue arterial, ou hipoxia
(Zoccal et al.,, 2009; Simms et al., 2010; Elstad, 2012). Portanto,
considerando que 0s neurdnios respiratorios estdo intimamente
integrados com neurdnios do SNS, podemos sugerir que rede neural
geradora da atividade respiratéria também apresenta uma funcéo
relevante no controle da atividade simpatica para o sistema
cardiovascular.

A atividade respiratoria é gerada pela atividade coordenada de
diferentes neurdnios respiratérios situados em nucleos distintos do
tronco cerebral. Estudos sugerem que, 0s neurdbnios respiratdrios
agrupados em uma regido da superficie ventral do bulbo denominada de
grupo respiratorio ventral (ventral respiratory group, VRG), apresentam
um papel dominante na geracdo do ritmo respiratério basal (Feldman et
al., 1990; Bianchi et al., 1995). O VRG pode ser dividido
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funcionalmente em 4 grupos distintos, orientados de modo rostro-
caudal: 1) complexo Botzinger (B6tC, interneurdnios expiratorios); 1)
complexo pré-Botzinger (pré-BotC, interneurdnios inspiratdrios); IlI)
porcao rostral do VRG (rVRG, neur6nios bulbo-espinhais inspiratérios);
e IV) porcdo caudal do VRG (cVRG, neur6nios bulbo-espinhais
expiratorios) (Bianchi et al., 1995; Abdala et al., 2009b; figura 1).
Interessantemente, a atividade dos neurdnios do pré-BotC parece
desempenhar fungdo chave na geracdo do ritmo respiratorio (Smith et
al., 1991); a qual parece receber projecdes de outros grupamentos
neuronais relacionados a atividade respiratéria, como por exemplo,
ponte, NTS/DSG, RTN e nucleos da rafe.

Os  neurbnios  respiratorios do VRG  encontram-se
anatomicamente sobrepostos aos neurdnios pré-simpaticos da RVLM,
sugerindo que essa regido possa ser um importante sitio de
integracdo/acoplamento entre as atividades simpética e respiratdria
(McAllen, 1987; Haselton & Guyenet, 1989a, b; Zhong et al., 1997,
Miyazaki et al., 1998; Zoccal et al., 2009; Molkov et al., 2011; Moraes
et al., 2011). Estudos de Guyenet & Haselton (1989) nos quais foram
realizados registros extracelulares dos neurénios da RVLM, demonstram
que parte da atividade desempenhada por estes neurénios decorre da
modulagdo respiratdria. Interessantemente, esta modulacdo respiratoria
sobre neur6nios responsaveis pelo controle da atividade simpatica
também ocorre com os neurbnios GABAérgicos do CVLM, que
estabelecem sinapses inibitorias com os neurénios da RVLM (Mandel &
Schreihofer, 2009). Todavia, a geracdo de tal modulagdo respiratoria
observada na atividade simpatica parece também envolver os neurénios
localizados na porcédo dorsolateral da ponte (Baekey et al, 2008). Zoccal
et al. (2009) e Molkov et al. (2011) sugerem a existéncia de possiveis
conexdes entre 0s neurdnios respiratérios da ponte e do VRG com os
neurdnios pré-simpaticos da RVLM e neurdnios inibitérios da CVLM,
0S quais, conjuntamente contribuiriam para o aumento da atividade
simpatica durante a fase inspiratoria.

Estudos recentes sugerem que alteracdes nos mecanismos e/ou na
propor¢do da interagdo entre 0s neur6nios respiratérios e simpaticos
podem contribuir para o aumento da atividade simpética basal em
modelos experimentais de hipertensdo arterial (HA). Tais observacdes
foram constatadas em ratos espontaneamente hipertensos (Simms et al.,
2009); ratos com hipertensdo dependente de angiotensina Il-sal (Toney
et al., 2010) e ratos com hipertensdo induzida pela exposicdo a hipoxia
intermitente (Zoccal et al., 2008). Com especial interesse pelo Ultimo
modelo, sabe-se que a hipdxia intermitente € uma condi¢do descrita
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Como a exposicdo a episodios de hipoxemia intercalados com periodos
de reoxigenacdo. Tal condicdo pode ser observada em humanos, em
alguns disturbios respiratorios, como a sindrome da apneia obstrutiva do
sono (AQOS; Caples et al., 2005). Estudos recentes com ratos submetidos
a hipdxia intermitente (HI) desenvolvem HA, a qual é dependente da
integridade dos quimiorreceptores periféricos e do SNS (Fletcher et al.,
1985; Lesske et al., 1997), sugerindo importante contribui¢cdo do SNS.
De fato, estudos mostram que a elevacdo da PA de ratos expostos a HI
estd diretamente associada ao aumento do ténus simpatico vascular
(Zoccal et al., 2007; Zoccal et al., 2009). Tais estudos demonstram uma
relevante associacdo entre a HI e o desenvolvimento da hiperatividade
simpatica e HA.

Estudos realizados em preparagdes in situ e com registro direto da
atividade simpatica, demonstram que a hiperatividade simpatica
promovida pela exposicdo a HI por 10 dias, parece correlacionar-se com
alteracdo do padrdo respiratério (Zoccal et al., 2008; Molkov et al.,
2011). Nesses estudos, 0s autores constataram que ratos submetidos a Hl
apresentam alteracdo do padrdo respiratério basal, no qual a expiracéo
deixou de ser um processo passivo e passou a ter aumento da atividade
motora abdominal, durante a fase expiratoria, sugerindo um padréo de
expiracdo ativa em condi¢des basais. Interessantemente, nesses estudos
também foi verificado que o aumento da atividade expiratéria foi
determinante em promover aumento fasico e correspondente na
atividade simpatica, fazendo com que os niveis da atividade simpatica
em ratos expostos a HI sejam significativamente elevados durante o
periodo expiratério.

Estudos de Moraes et al. (2013) demonstram que, ratos
previamente expostos & HI, o RVLM apresenta uma populagdo de
neurdnios com disparos adicionais durante a fase expiratéria, o qual ndo
foi observado em ratos controle. Toda via, 0s autores também
descrevem que tais disparos expiratdrios adicionais dos neurbnios do
RVLM, de ratos HI, parecem ser decorrentes de inputs sinapticos, e ndo
de alteracGes intrinsecas do neurénio. Tal constatacdo correlaciona-se
com os estudos de Molkov et al. (2011), no qual foi realizado a reducéo
do drive respiratério de ratos HI, por meio de reducdo dos niveis de
CO2, demonstram a normalizacdo do padrédo respiratério e diminuicdo
da atividade simpatica durante a fase expiratéria. Em conjunto, €
proposto que a HI promove alteragdes significativas nos mecanismos de
geracdo da atividade expiratéria, acarretando no aumento da atividade
motora expiratéria como também da atividade simpética durante a
expiragdo (Zoccal & Machado, 2010). Tais hipOteses geradas em



32

preparacdes in situ apresentam associacdo com dados obtidos em ratos
ndo anestesiados, mostrando que os niveis elevados da PA de ratos
submetidos a HI apresentam uma elevada modulagdo respiratoria
(Zoccal et al., 2009). No entanto, os mecanismos celulares e
neuroguimicos que contribuem para tais alteracBes expiratorias e
simpéticas induzidas pela HI ainda ndo estdo completamente elucidadas.

A progressdo fésica da atividade motora expiratéria avaliada, por
exemplo, pelos registros da atividade dos nervos motores ou musculos
abdominais, é observada em condi¢cbes de aumento da demanda
ventilatéria, como por exemplo, durante o exercicio fisico em homem
(Abraham et al., 2002), hipercapnia ou hipéxia em gatos (Fregosi &
Bartlett, 1988) e em ratos (Abdala et al., 2009a). Em condicGes basais
(norméxia/normocapnia), durante a respiracdo em repouso O ar €
expirado passivamente por meio das forcas de retragdo/recolhimento
elastica dos pulmdes (Feldman et al., 1990; Bianchi et al., 1995).
Estudos recentes sugerem que a geragdo de um padrdo de expiracdo
ativo (ou seja, com recrutamento da musculatura expiratéria), envolva a
ativacdo de neurdnios localizados em numa regido bulbar, ventral ao
nucleo facial, denominada de ndcleo retrotrapezoide (retrotrapezoide
nucleus, RTN) (Janczewski &, Feldman, 2006; Abdala et al., 2009a;
Pagliardini et al., 2011). Evidéncias experimentais demonstraram que 0
RTN contém neurdnios expiratérios importantes para a geracdo do
padrdo expiratdrio ativo (Abdala et al., 2009a; Marina et al., 2010).
Estes neurdnios expiratérios do RTN parecem residir em porgdo mais
lateral deste nulcleo (Pagliardini et al., 2011). Em contrapartida, os
neurdnios localizados medialmente ao RTN, os quais expressam o fator
de transcricdo PHOX2B, estdo envolvidos com a quimiorrecepcdo
central propriamente dita uma vez que a atividade destes neur6nios €
dependente da PaCO2/pH (Nattie et al., 1993; Feldman et al., 2003;
Stornetta et al., 2006; Wang et al., 2013).

Estudos envolvendo modelos matematicos sugerem que em
condicdes de hipercapnia o RTN parece enviar projecdes excitatérias
para os neurbnios do RVLM, promovendo aumentos fasicos na
atividade simpética correlacionado com o aumento da atividade
expiratdria (Molkov et al., 2011). Em ratos submetidos & HI, Molkov et
al. (2011) sugerem que a atividade dos neurdnios expiratérios do RTN
parece estar aumentada apds a exposi¢do a HI por um mecanismo que
envolve aumento da sensibilidade dos quimiorreceptores centrais,
contribuindo para o aumento da atividade expiratoria e simpatica nesses
animais. Nesse sentido, o RTN pode ser considerado como um
importante componente de investigagdo dos possiveis mecanismos
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neuroquimicos envolvidos nas alteracdes no padrdo respiratério e na
atividade simpética ap6s a HI. Contudo, ndo ha estudos funcionais
avaliando o papel do RTN no contexto da HI.

A HI, tanto de forma crénica (dias) como aguda (minutos ou
horas), € descrita como um potente estimulo capaz de induzir
plasticidade na rede neural respiratdria (Baker & Mitchell, 2000).
Estudos relatam que a exposicdo repetida a HI aguda (HIA: 3-10
episodios de curto prazo) induz aumento compensatorio e persistente (de
pelo menos 1h de duracdo) na atividade respiratéria, o qual foi
denominado de facilitagdo a longo prazo (long-term facilitation - LTF)
(Fuller et al., 2000; Ling et al., 2001; Ling, 2008). Além disto, este LTF
respiratério foi identificado em diversas espécies de animais, constando
gatos, cachorros, ratos (Hayashi et al., 1993; Millhorn et al., 1980; Cao
et al., 1992), bem como humanos (Chowdhuri et al., 2008; Aboubakr et
al., 2001). Evidéncias experimentais apontam que a expressdo do LTF é
primariamente decorrente do aumento da atividade inspiratdria (avaliada
pelos nervos frénico e hipoglosso), que resulta em aumento tanto do
volume corrente (McGuire et al., 2003) como, em menor extensdo, da
frequéncia respiratéria (Turner & Mitchell, 1997). Entretanto, o0s
mecanismos envolvidos no LTF induzido pela HIA ainda ndo estdo
completamente caracterizados e esclarecidos.

Um dos primeiros estudos a cerca do LTF respiratério constatou
provavel participacdo dos mecanismos serotoninérgicos, uma vez que a
deplecdo de serotonina, causada pela administracdo do inibidor da
enzima triptofano hidroxilase (para-clorofenilalanina) atenuou o LTF do
nervo frénico induzido pela estimulacdo elétrica do corplsculo carotideo
em gatos anestesiados (Millhorn et al. 1980). Estudos recentes mostram
gue o LTF inspiratorio promovido pela HIA parece ser dependente da
ativacdo de mecanismos serotoninérgicos, uma vez que a administracdo
sistémica (via intra-peritonial, i.p.) de antagonistas seletivos para 0s
receptores da serotonina (5-HT) preveniu o LTF apds a exposi¢do a HIA
(Ling, 2008). Em outro experimento com ratos anestesiados sem uso da
hipoxia intermitente foi verificado que 3 aplicacdes episodicas de 5-HT
com intervalo 5 minutos na regido do nicleo motor frénico, localizado
na porgdo cervical da medula espinhal, foram suficientes para provocar
um aumento progressivo da amplitude de disparo do nervo frénico —
fendmeno muito semelhante aquela observada apds a HIA (MacFarlane
et al., 2009).

Além do LTF respiratorio, foi também observado que a exposicao
a HIA parece desencadear o fendbmeno de LTF na atividade eferente
simpética (Prabhakar et al., 2005; Xing & Pilowsky, 2010) . Estudos de
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(Dick et al., 2007) documentaram em ratos anestesiados que a exposi¢do
a 10 episddios de hipdxia (fracdo inspirada de oxigénio de 8%, durante
45 s), intercalados por 5 minutos de respiracdo normal, apresentam uma
potenciacdo tanto da atividade motora respiratoria como da atividade
simpatica e da PA, os quais foram prevenidos pela prévia injecao
sistémica do antagonista dos receptores da 5-HT. Segundo os autores,
essa potenciacdo da atividade eferente simpatica em resposta a hipoxia
intermitente estava associada a uma amplificacdo do padrdo de
acoplamento simpatico-respiratorio, sugerindo que o LTF simpatico seja
dependente do LTF respiratdrio.

Interessantemente, a estimulacdo do corpusculo carotideo, por
meio de hipdxia episodica ou de eletroestimulacdo, resultam na
expressao de c-fos em neur6nios no nucleo da rafe, em ratos acordados e
anestesiados (Erickson & Millhorn, 1991). Toda via, os nucleos da rafe
caracterizam-se por neurbnios que sintetizam e secretam serotonina
(Hodges & Richerson, 1985; Corcoran et al., 2009). Ademais, estudos
neuroanatomicos demonstram a existéncia de vias de conexdes entre o
nicleo da rafe para com 0s neurbnios quimiossensiveis do RTN
(Holtman; Marion e Speck, 1990; Mulkey et al, 2007; Cream; Li e
Nattie, 2002), bem como para a coluna respiratdria ventral e do RTN
para os neurdnios do VRG (Connelly; Ellenberger e Feldman, 1989).
Estudos recentes de eletrofisiologia demonstram que a serotonina
desempenha um papel excitatério sobre a atividade dos neurdnios
quimiossensiveis do RTN (Hawryluk, 2012).

Em conjunto, esses resultados sugerem que a 5-HT parece
contribuir, de forma importante, na inducdo das alterages da atividade
dos neurdnios respiratdrios apés a exposicdo & HIA. Entretanto,
conforme descrito anteriormente, as observagfes acerca do
envolvimento dos mecanismos serotoninérgicos na inducdo do LTF
respiratorio e simpatico em resposta a HIA foram evidenciadas por meio
de abordagens sistémicas (administracbes i.p. dos antagonistas dos
receptores da 5-HT), sendo que até o presente momento ndo ha estudos
determinando em quais niveis do sistema nervoso central respiratorio
esses mecanismos sdo  recrutados para modificar  ajustes
cardiorrespiratorios para manutencéo da homeostase.

Alguns trabalhos sugerem que a ativacdo de mecanismos
serotonérgicos, em nucleos respiratérios do tronco cerebral, promove
aumento da atividade respiratoria, como também melhorar a resposta
respiratoria as alteracdes de pH/CO2 (Hodges & Richerson, 2010). Essa
hipotese foi verificada pelos estudos de Mulkey et al. (2007), os quais
demonstraram que a 5-HT promove efeito excitatério sobre os neurénios



35

quimiossensiveis do RTN, aumentando a sensibilidade desses neurénios
as variacdes de pH/CO2.

Neste sentido, considerando as informacdes aqui apresentadas
demonstram que nos experimentos realizados com HIA, os estudos
prévios exploraram apenas 0 componente motor inspiratério da
respiracdo, ndo avaliando as possiveis alteracdes nas atividades dos
nervos ou musculos responsaveis pelo controle expiratério. Assim, neste
trabalho buscamos analisar e caracterizar as alteracGes respiratorias de
cunho expiratério em ratos expostos ao protocolo agudo de HI. Além
disso, as evidencias experimentais avaliando o componente expiratdrio
foram realizadas em modelos crénicos da HI, que implica em alteracéo
central j& mais bem estabelecia. Por conseguinte, os estudos que
sustentam o envolvimento do RTN nas alteracdes cardiorrespiratorias,
de expiracdo ativa e simpato-excitacdo, foram obtidos a partir de
simulagBes in silico, ndo havendo evidéncias experimentais que
comprovem tal contribuicdo do RTN para manifestacdo destes eventos.

Por outro lado, o aumento da atividade simpatica apds a HI foi
demonstrado em modelos anestesiados, ndo apresentam como a
facilitacdo/sensibilizacdo respiratéria influencia os niveis da PA nesta
condicdo. Esta facilitagdo do processo de expiracdo ativa, envolvendo 0s
neurdnios expiratérios do RTN pode ser dependente de uma
sensibilizagdo dos neur6nios quimiossensiveis que ali também residem.
Todavia, a serotonina liberada durante a HI, agindo sobre os neurbnios
do RTN, pode estar relacionada & alteracdo da sensibilidade dos
quimiorreceptores centrais, que por sua vez, facilitaria a atividade
motora expiratoria.

Neste sentido, propomos a hipotese original de que a 5-HT €
liberada no RTN durante a HIA, induzindo uma
facilitacdo/sensibilizacdo dos neurdnios quimiossensiveis dessa regido,
favorecendo assim, o processo de expiracdo ativa e o recrutamento dos
musculos ABD expiratorios. Tal sensibilizagdo dos quimiorreceptores
centrais poderiam contribuir também para o aumento da atividade
simpatica ap6s a HIA. Para explorar esta hipotese, no presente estudo
utilizaremos abordagens experimentais com ratos submetidos a HIA
tanto na condicdo ndo anestesiados como anestesiados com uretana

(1,29/kg i.p.).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar as alteragbes cardiorrespiratérias induzidas pela

exposicdo aguda a HI e por microinjecBes de serotonina no RTN de

ratos.

2.2 ESPECIFICO

a)

Caracterizar as alteragcBes cardiovasculares e respiratorias
induzidas pela exposicdo a HIA em animais ndo anestesiados e
anestesiados;

b) Avaliar o efeito da inibicdo farmacolégica no RTN sobre as

c)

d)

alteracdes cardiorrespiratérias promovidas pela a exposicdo a
HIA em animais anestesiados;

Analisar as alteracdes nas atividades dos musculos diafragma e
abdominais, na PA e na frequéncia cardiaca induzidas pelas
microinjecOes bilaterais de 5-HT no RTN de ratos anestesiados;
Verificar as respostas cardiorrespiratérias induzidas por
hipercapnia antes e apds as microinjeces de 5-HT no RTN de
ratos anestesiados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para este trabalho ratos Wistar ou Holztmann, com peso entre
270-290 g, foram utilizados para a realizacdo dos experimentos em
Floriandpolis-SC e em Araraquara-SP, respectivamente. Haja vista
semelhanca dos resultados obtidos, os mesmos foram agrupados, sempre
gue necessario (experimentos com vagotomia e estimulos de hipdxia e
hipercapnia). Os animais foram provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e do Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus
Araraquara e foram mantidos no Biotério de Manutengdo, UFSC e
UNESP/FOAr, respectivamente, em gaiolas coletivas (maximo de 5
animais por gaiola), com agua e racdo ad libitum e ciclo claro-escuro
12:12h. Todos os protocolos experimentais descritos no presente projeto
foram aprovados anteriormente pelos Comités de Etica em
Experimentagdo Animal da UFSC (CEUA-UFSC, protocolo PP0543) e
da UNESP/FOAr (CEUA-UFSC, protocolo 21/2012).

3.2 HIPOXIA INTERMITENTE AGUDA (HIA)

Para inducdo dos episodios de HIA em ratos ndo anestesiados, 0s
animais foram mantidos em camara de pletismografia de corpo inteiro,
conectada a um analisador de oxigénio (AVS Projetos, Sao Carlos,
Brasil) e cilindros de nitrogénio e oxigénio (White Martins). Os animais
foram acondicionados individualmente na cadmara e, entdo, submetidos a
10 episddios de hipoxia (Fragéo inspirada de 02, FiO2, de 6%, durante
45 segundos, produzido pela injecdo de mistura gasosa equilibrada em
6% 02/94% N2 dentro da cdmara) intercalados por 5 minutos de
norméxia (FiO2 21%), conforme descrito anteriormente (Dick et al.,
2007; Xing & Pilowsky, 2010). A introducdo dos gases no interior da
camara foi realizada através de um orificio, munido de um aparato com
a extremidade interna curva impedindo que o fluxo de ar atingisse o
animal. Para o grupo de animais anestesiados, 0 mesmo protocolo foi
utilizado, no entanto, o fluxo de ar perfazia um aparato umidificado
acoplado a canula traqueal do animal e ao analisador de O2. Este
aparato também apresentava uma saida livre para o meio externo,
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prevenindo qualquer tipo pressdo positiva e o desenvolvimento de
barotrauma sobre o aparelho respiratorio.

3.3 PARAMETROS CARDIOVASCULARES E
RESPIRATORIOS

3.3.1  Animais néo anestesiados.
Registros e andlise da presséo arterial e frequéncia cardiaca.

No dia precedente aos experimentos, 0s animais foram
anestesiados com cetamina (60 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.).
Apos constatacdo de auséncia dos reflexos corneal, de retirada e
auséncia de alteragdes ventilatérias em resposta ao pingamento da pata,
o0s animais foram posicionados em uma mesa cirdrgica e uma incisao foi
realizada no tecido cutaneo e subcutaneo para exposicdo da artéria e
veia femoral, nas quais, foram introduzidas canulas de polietileno (PE-
10 conectado ao PE-50, Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA) que por sua
vez se estenderam até a aorta abdominal para o registro da PA pulsatil
(PAP). As canulas foram previamente preenchidas com solugédo
fisiolégica e obstruidas na extremidade do PE-50 exteriorizada no dorso
do animal, na regido escapular.

No dia seguinte ao implante dos cateteres, estando os animais
livres do efeito depressor da anestesia, o cateter arterial foi conectado a
um transdutor de pressado (AVS Projetos, Sdo Carlos, Brasil) conectado
ao amplificador (Amplificador AECAD 04P, AVS Projetos). Os sinais
da PAP foram adquiridos pelo sistema de aquisicdo (MP100, Biopac
Systems, EUA) e registrados em um computador a uma frequéncia de
aquisicdio de 1 kHz por meio de um software apropriado
(AcgKnowledge 3.17, Biopac Systems, EUA). Os valores das pressdes
arteriais diastélica (PAD), média (PAM) e sistolica (PAS), e da FC
foram derivados a partir dos sinais da PAP utilizando o software de
aquisicdo. As alteracBes nesses pardmetros foram avaliadas pelas
variagdes absolutas, comparando os valores antes e apés o estimulo.

Analise da variabilidade da pressdo arterial sistolica e da frequéncia
cardiaca.
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A partir de trechos de pelo menos 15 minutos de registros
estaveis, foi realizado o estudo da variabilidade da PAS e da FC como
uma ferramenta para a avaliacdo do tdnus autondmico para o sistema
cardiovascular. Séries temporais da PAS (batimento a batimento) e da
FC (intervalos entre sucessivos valores da PAS) foram geradas, cujas
variabilidades foram avaliadas no dominio da frequéncia, utilizando o
método da transformada rapida de Fourier, conforme descrito
anteriormente (Zoccal et al., 2009b). Para tanto, foi utilizando um
software apropriado (CardioSeries, versdo 2.3, disponivel em
https://www.sites.google.com/site/cardioseries/). Cada componente foi
caracterizado pela sua amplitude (magnitude), expressa como poténcia
(ordenada), e sua frequéncia correspondente (abscissa). Espectros de
cada segmento foram obtidos e agrupados em um espectro médio
resultante para a PAS e FC. Os componentes oscilatorios que foram
quantificados nas faixas de baixa frequéncia [LF (low frequency): 0,20 —
0,75 Hz] estdo relacionadas a uma modulacdo simpatica sobre as
arteriolas e o coracdo, respectivamente. As oscilacdes de alta frequéncia
[HF (high frequency) 0,75 — 3,0 Hz] refletem a modulagéo da atividade
respiratoria sobre a PA ou a modulacdo parassimpatica sobre a FC
(Cerutti et al., 1991; Malliani et al., 1991; Zoccal et al., 2009a). Pela
analise da magnitude dos componentes oscilatérios (LF e HF) da PA e
FC, é possivel inferir alteracfes no controle autondmico do sistema
cardiovascular. Componentes de frequéncia inferior a 0,2 Hz (very low
frequency, VLF) ndo foram considerados para analise.

Analise da sensibilidade do barorreflexo espontéaneo.

A partir dos registros da PA e da FC, a sensibilidade ou ganho do
barorreflexo esponténeo foi calculado por meio da técnica de anélise das
sequéncias. Para tanto, por meio de um software apropriado
(CardioSeries, versdo 2.3), foram detectadas automaticamente rampas
espontaneas com progressivos aumentos ou diminui¢Ges de 4 ou mais
valores da PAS, que apresentassem alteracdes em paralelo no intervalo
de pulso (IP, intervalo de tempo entre sucessivos pulsos da PAP) com
uma correlagdo linear maior do que 0,8. Dessa forma, as sequéncias
foram definidas como up sequences quando aumentos na PAS estavam
correlacionados ao aumento do IP ou como down sequences quando
reducbes na PAS estavam correlacionadas a reducdo do IP. A partir
dessas sequéncias, o ganho do barorreflexo foi calculado como a
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inclinacdo (ms/mmHg) da reta gerada pela regressdo linear entre as
modificacBes correspondentes na PAS e no IP.

Registro da ventilagéo.

Os registros dos pardmetros respiratorios, em ratos nao
anestesiados, foram realizados pelo método da pletismografia de corpo
inteiro (Bartlett Jr & Tenney, 1970). Para tanto, os animais foram
acondicionados individualmente em uma camara pletismografica, de
material acrilico, forma quadrada (volume de 4 L) e abertura na face
superior, que permiti adequada vedacdo. O interior da cémara
pletismografica fora forrado com a prdpria maravalha pertencente a
caixa de manutencdo do animal, no dia do experimento, a fim de
ambientagdo do animal ao novo ambiente. O animal permaneceu no
interior da camara acrilica, ainda entreaberta, por aproximadamente 30
min antes de se iniciar os experimentos, com a inten¢do de ambientacdo
adequada e melhora da captacdo dos sinais emitidos pelo mesmo.
Imediatamente ao fechamento da tampa superior e vedacdo, iniciou o
registro da atividade respiratéria com duracdo de 2 min, sendo
interrompido pela abertura da cAmara pletismogréfica para renovacao do
ar ambiente. As oscilagcdes de pressdo causadas pela respiracdo foram
monitoradas por meio de um transdutor diferencial de pressdo de alta
sensibilidade (fabricacdo prépria, gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Benedito H. Machado da Universidade de S&o Paulo, FMRP, Ribeirdo
Preto, SP) conectado a um sistema de aquisicdo (MP100, Biopac
Systems, EUA). Os sinais foram digitalizados em um microcomputador
a uma frequéncia de aquisicdo de 1 kHz por meio de um software
apropriado (AcgKnowledge 3.17, Biopac Systems, EUA).

3.3.2  Animais anestesiados.
Anestesia.

Os animais foram anestesiados com uretana (i.p., 1,2 g/Kg,
solucdo de 20%; Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, EUA) com pH 7,0;
ajustado com bicarbonato de sddio. O nivel da anestesia foi monitorado
antes e durante todo o procedimento experimental, sendo constatado
tanto pela da auséncia do reflexos corneal, de retirada e das alterages
cardiorrespiratdrias ao pincamento da pata. Quando necessario, dose
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suplementar de anestésico foi administrada (10-20% da dose inicial) a
fim de manter a anestesia em niveis adequados. Apos certificacdo da
anestesia um cateter de polietileno foi introduzido na veia femoral para
administragdo (1 mL/h) intravenosa de solucdo de Ringer (em mM:
NaCl, 125; NaHCO3, 24; KCl, 5; CaCl2, 2.5; MgS04, 1.25; KH2PO4,
1.25; Glicose, 10) constantemente aerada com uma mistura de O2 de
CO2 (balanco 95%/5%, respectivamente, White Martins), com o
objetivo de manter balango de fluido e o equilibrio 4cido-base do
animal. Outro cateter de polietileno foi introduzido na artéria femoral,
até a aorta abdominal, para medida da PA e FC, derivadas da PAP. O
cateter arterial, conectado a um transdutor de pressao (Grass Instrument,
modelo PT300, Warwick, EUA), esteve conectado a um amplificador
(Amplificador 7E Polygraph, Grass Instruments). A captagdo dos sinais
da PAP foi realizada por um sistema de aquisicdo (1401, Cambridge
Eletronic Design, Inglaterra) e digitalizados em um microcomputador a
uma frequéncia de aquisicdo de 1 kHz através de software especifico
(Spike2 v7.10, Cambridge Eletronic Design, Inglaterra). Os dados de
PAS, PAD, e PAM, bem como a FC, obtidos por meio da PAP, foram
analisados conforme descrito anteriormente.

Registros e analises das atividades do diafragma e dos musculos
abdominais e tragueostomia.

Apos a constatacdo da anestesia, os animais foram mantidos em
uma mesa cirtrgica, em decubito lateral e uma pequena incisdo foi
realizada no tecido cutaneo e subcutdneo com a finalidade de introduzir
um par de eletrodos de fio de prata entre os musculos abdominais
obliquos externo e interno (ABD) para o registro de sua atividade e
avaliacdo da atividade expiratéria do animal. Imediatamente ap6s o
implante dos eletrodos ABD o0s animais foram posicionados em
decubito dorsal com a cabeca estabilizada por meio do aparado da mesa
cirrgica. Em seguida uma pequena incisdo foi realizada na regido
medial do pescoco, permitindo o acesso até o nivel da traqueia para
introducdo e fixacdo de tubo traqueal semirrigido. Posteriormente, uma
pequena incisdo foi realizada no abddmen, na regido hipocondriaca
direita ou esquerda, para permitir o posicionamento de eletrodo bipolar
em contato com o diafragma (DIA), para obtencdo do registro de sua
atividade e avaliacdo da atividade inspiratéria. Os sinais ABD e DIA
foram filtrados (0,05 — 2 KHz), amplificados (2 kHz), digitalizados por
meio de um sistema de aquisicdo (1401) e adquiridos em um
computador (Spike2 v7.10).
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Mediante a atividade do DIA, foram analisados a variacdo da
amplitude, duracdo da contracdo (ou tempo inspiratdrio, expresso em
ms), intervalo entre as contragcdes (ou tempo expiratério, expresso em
ms) e frequéncia de contracdo (expresso em ciclos por minuto, cpm).
Pela atividade do ABD, foi avaliada as variacGes da atividade média,
expressa como valores percentuais em relacdo a atividade média basal.
O tubo traqueal permitia o transporte dos gases do aparato umidificado,
no qual eram introduzidas as misturas gasosas, bem como preservava o
transporte dos gases produzidos pelo animal para 0 meio externo.

Registro e andlise do volume corrente e dos fluxos de ar inspiratério e
expiratdrio.

Para registro do fluxo de ar pelas vias aéreas superiores, foi
conectada uma canula tragueal por um conector de 3 vias a um
transdutor diferencial de pressdo de alta sensibilidade (gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. Benedito H. Machado, Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, USP) para monitorizacdo das oscilacdes de pressdo
causadas pela respiragdo. Os sinais foram amplificados (1401) e
adquiridos em sistemas computadorizados (Spike2 v7.10). Para a
determinacdo do volume de ar gerado pelos animais durante a
respiracdo, o transdutor foi calibrado ao final dos experimentos com
volumes conhecidos de ar (50 a 1000 pL) utilizando micropipetas
conectadas ao transdutor.

A partir dos sinais obtidos foram determinados o volume corrente
(mL) e o fluxo de ar (mL/s) durante a inspiracdo e expiragdo. As
alteragdes nesses pardmetros foram avaliadas pelas variagbes absolutas,
comparando os valores antes e ap6s o estimulo.

3.4 ESTEREOTAXIA

Ap6s a realizacdo dos procedimentos cirlrgicos descritos
anteriormente para animais anestesiados, os animais foram posicionados
em um aparelho estereotaxico (David Kopf, EUA) para a realizagdo de
microinjecGes no RTN. Para tanto, foi realizada a tricotomia e assepsia
da pele da regido superior da cabega (regido do "escalpo™) seguida pela
administracdo de anestésico local com vasoconstritor (cloridrato de
lidocaina 2% com bitartarato de norepinefrina 1:50.000) com o objetivo
de minimizar o sangramento local na hora da incisdo. Em seguida, uma
incisdo no tecido cutaneo e subcutaneo foi realizada afim de expor a
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regido superior do cranio, que foi tratada com solucéo fisioldgica e dgua
oxigenada. A torre do estereotaxico foi entdo posicionada na posicao
vertical (angulagdo zero) e a cabeca do animal ajustada 3,5 mm abaixo
da referéncia interaural para leitura dos parametros antero-posterior
(AP), lateral (L) e dorso-ventral (DV) a partir do lambda. Com o auxilio
das coordenadas estereotaxicas (Paxinos & Watson) o ponto de
introducédo da injetora (agulha 30 G) foi determinado para realizagdo de
orificio na calota craniana por meio de fresa odontoldgica esférica
acoplada a um motor. As coordenadas estereotdxicas para atingir o RTN
foram: AP de -2.7 mm a partir do ldambda; L de -1.8 mm a partir da
sutura longitudinal e DV de 11.0 mm a partir da superficie dorsal.

3.5 MICROINJECOES DE 5-HT E DE MUSCIMOL NO RTN

Em um grupo de animais foi realizada a inibicdo farmacolégica
dos neurbnios do RTN por meio da droga Muscimol (1 mM, Sigma-
Aldrich, EUA), um agonista gabaérgico, conforme descrito
anteriormente (Moraes et al., 2012). Em outro grupo experimental, a
droga utilizada foi a 5-HT (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, EUA),
conforme descrito por MacFarlane e Mitchell (2009), na concentracéo
de ImM. Ambas as drogas foram dissolvidas em solugdo de Ringer,
com pH 7,4; e microinjetadas no RTN manualmente utilizando-se uma
seringa Hamilton de 1 pL (Hamilton, Reno, NV) conectada por meio de
um tubo de polietileno PE-10 a uma injetora. O volume microinjetado
no RTN foi de 50 nL.

Com relacdo & microinjecdo de muscimol, esta foi realizada
bilateralmente 30 min apds a exposi¢do a HI aguda. As microinjecGes de
5-HT foram realizadas uma Unica microinjecdo bilateral de 5-HT e de
forma bilateral e intermitente (3 vezes com 5 min de intervalo entre cada
microinjecao) em outro grupo de animais anestesiados.

3.6 HISTOLOGIA

Ao final de cada experimento com animal anestesiado, foi
realizada a microinje¢do (50 nL) do corante azul de Evan 2% (Vetec,
Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no RTN com o objetivo
de determinar histologicamente o sitio da microinjecdo. Em seguida, os
animais foram submetidos a abertura da regido toracica para a exposicao
do coracdo, que foi perfundido com solucdo fisioldgica, seguido de
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solucdo de formol 10% tamponada. O encéfalo foi removido e fixado
em formol (10%) por 48h, posteriormente em solucdo de sacarose
(30%), e seccionado transversalmente em criostato, em fatias de 30
micrometros de espessura. As seccdes foram fixadas e coradas
utilizando-se 0 método de Nissl. A extensdo das areas atingidas pela
microinjecdo foi verificada em analise microscépica por meio de
comparagdes das seccBes com o atlas estereotaxico de Paxinos &
Watson (1998).

3.7 VAGOTOMIA

Em outro grupo de ratos anestesiados, apds a realizacdo dos
procedimentos cirdrgicos iniciais (implante de cateteres, de eletrodos e
do tubo traqueal) foi também realizada a vagotomia; que consiste na
seccao bilateral do nervo vago. Utilizando a mesma incisdo para a
traqueostomia, as artérias cardtidas foram localizadas, para identificacdo
do nervo vago, que as acompanha em intimo contato. Para sec¢do dos
nervos vagos foi realizado a divulsdo dos tecidos nervosos do vascular
por meio de instrumentos apropriados e entdo seccionado por meio de
tesoura cirrgica. A confirmagdo do sucesso no procedimento cirdrgico
foi acompanhada pela alteragdo no padrdo respiratrio (aumento na
amplitude e a duracéo da inspiragéo).

3.8 ESTIMULO DE HIPERCAPNIA E HIPOXIA

Para a indugdo dos episodios de hipercapnia foram utilizados
protocolos que consistiam em 1 episddio de hipercapnia 7% (mistura de
93% 02/ 7% CO2, White-Martins, Florianopolis) e hipercapnia 10%
(mistura de 90% 02 / 10% CO2, White-Martins, Floriandpolis), ambos
por 5 minutos, intercalado com 10 minutos de 100 % O2. Para os
episodios de hipdxia, uma mistura de 7% O2 (7%02/93%N2, White-
Martins, Florianépolis) foi aplicada ao animal por 1 min, seguido de um
periodo de recuperacdo de, pelo menos, 10 min de 100 % 02. A
porcentagem de O2 foi continuamente monitorada utilizando um
analisador de O2 (AVS Projetos, Sdo Carlos, Brasil). As misturas
hipercapnicas e hip6xica foram entdo administradas diretamente ao
animal por meio de um aparato umidificado, conforme descrito
anteriormente.
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3.9 DROGAS E SOLUCOES UTILIZADAS

e Uretana (1,2-15 g¢/Kg, solugdo de 20%; Sigma-Aldrich,
St.Louis, MO, EUA).

e Muscimol (Sigma-Aldrich, EUA)

e 5-hidroxi-triptamina (5-HT), Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,
EUA,;

e Solucdo de Ringer (em mM: NaCl, 125; NaHCO3, 24; KClI, 5;
CaCl2, 2,5; MgSO4, 1,25; KH2PO4, 1,25; Glicose, 10)
manutencao do equilibrio acido-base.

e Solucdo de aCSF (em mM: NaCl, 124; NaHCO3, 26; KClI, 2,5;
CaCl2, 2,5; MgS04, 2; KH2PO4, 1,25; Glicose, 10;) dilui¢do
das drogas.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média e erro padrdo da
média. Para analises diretas, os resultados foram comparados utilizando
0 teste t pareado de Student. Para multiplas comparacGes, os dados
foram analisados pela analise de varidncia para medidas repetidas
(ANOVA One-way) seguido do pés-teste de Newman-Keuls. Para tais
andlises, foi utilizado o software Prism (v5, GraphPad, EUA). O nivel
de significancia adotado foi de P < 0,05.

3.11 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.11.1 Animais anestesiados.

Neste protocolo foram realizados 0s registros basais dos
parametros cardiovasculares e respiratorios (FR) de animais ndo
anestesiados. Apés a aclimatacdo do animal & caixa foi realizado o
registro basal dos pardmetros cardiorrespiratdrios. Ao termino do
protocolo de HIA os parametros autonémicos e respiratérios foram
monitorados por mais 60 min. Os dados obtidos antes e apés a
exposicdo & HIA foram comparados entre si. Com objetivo de melhor
avaliarmos as alteragdes cardiorrespiratorias induzidas pela HIA,
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realizamos o registro eletromiografico dos musculos respiratérios em
animais anestesiados; o protocolo utilizado consistiu em registro basal
dos parametros respiratérios (atividade motora do DIA e ABD, e
frequéncia respiratdria) e cardiovasculares (PA e FC) durante 20-30
min. Em seguida, foram realizadas as exposi¢cGes a HIA e posterior
registro dos mesmos parametros por mais 60 min. Os resultados
adquiridos antes e depois a exposicdo a HIA, igualmente, foram
comparados entre si.

3.11.2 Avaliacdo das alteracbes cardiovasculares e respiratorias
mediante a inibicdo do RTN de ratos anestesiados expostos a HIA.

Com o objetivo de se investigar se as alteragdes respiratorias e
cardiovasculares em resposta a hipdxia intermitente sdo dependentes da
atividade dos neurdnios do RTN, neste protocolo realizamos o registro
basal da atividade respiratoria (atividade motora DIA e ABD) e
cardiovasculares (PA e FC) de ratos anestesiados. Ap6s a exposi¢do a
hipoxia intermitente aguda foi realizada uma Unica microinjecdo
bilateral de Muscimol (1mM), no RTN, 30 min ap6s o dltimo episédio
de hipdxia e monitoracdo dos parametros analisados por mais 30 min.
Os valores dos parametros cardiovasculares e respiratdrios obtidos antes
e depois da inibicdo do RTN foram comparados entre si.

3.11.3 Avaliagdo das alteragdes cardiorrespiratérias em resposta as
microinje¢des de 5-HT no RTN de ratos anestesiados.

Em conformidade com os protocolos anteriores, foi realizado o
registro basal dos parametros respiratérios (atividade motora do DIA e
ABD) e cardiovasculares (PA e FC) durante 20-30 minutos. Em seguida,
foram realizadas microinjec6es bilaterais Gnicas de 5-HT ou de forma
intermitente (3x) (1 mM) no RTN com intervalo de 5 minutos entre
cada. ApoOs as microinje¢des, todos os parametros foram monitorados
por mais 60 min. Os resultados obtidos antes e depois das microinje¢des
foram comparados entre si.

3.11.4 Avaliacdo das alteracfes cardiorrespiratorias em resposta a
hipercapnia frente a microinjecdes de 5-HT no RTN de ratos
anestesiados.
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Com o objetivo de se investigar o papel da ativacdo intermitente
serotoninérgica no RTN de ratos em resposta a quimiossensibilidade, foi
realizado o estimulo com hipercapnia 10% antes e 30 e 60 min apés uma
Unica microinjecdo bilateral de 5-HT ou de forma intermitente (3x) (1
mM) no RTN com intervalo de 5 min entre cada. Os resultados dos
parametros cardiovasculares e respiratorios obtidos antes e depois os
estimulos foram comparados entre si.

3.11.5 Avaliacdo das alteracdes cardiorrespiratorias induzidas por
microinje¢des intermitentes de 5-HT ou por estimulos de hipercapnia
e hipdxia em ratos anestesiados e vagotomizados.

Neste protocolo, buscamos avaliar se as alteracBes respiratorias e
cardiovasculares induzidas por ativagcdo intermitente de mecanismos
serotoninérgicos sdo dependentes de um balango entre excitacdo e
inibicdo sobre o RTN. Para tanto, realizamos o registro dos pardmetros
cardiovasculares (PA e FC) e respiratorios antes e ap6s a microinjecdo
intermitente de 5-HT no RTN de ratos vagotomizados. Os parametros
foram monitorados durante 60 min ap6s a Gltima microinje¢do bilateral
de 5-HT. Os resultados obtidos foram comparados entre si antes e ap6s
as microinjecGes. Além disso, investigamos se estas alteracfes
cardiorrespiratdrias promovidas em animais vagotomizados sdo seletivas
a ativacdo dos mecanismos serotoninérgicos, ou se poderia influenciar a
resposta a outros estimulos. Para isso, submetemos 0s animais
vagotomizados a uma condicBes de desafio metabdlico, com hipercapnia
7% e 10% e hipoxia 7%. O protocolo consistiu em registro dos
parametros respiratérios (atividade motora do DIA e ABD) e
cardiovasculares (PA e FC) basais durante 20-30 min. A seguir, foi
realizada a exposicéo & hipercapnia 7% e 10% e hipdxia 7% (descrito
anteriormente). Ao termino dos estimulos, 0s animais foram submetidos
a vagotomia bilateral (descrito anteriormente) e depois, novamente
expostos as misturas hipercapnicas e hipdxica. Os resultados obtidos
antes e depois da vagotomia frente aos estimulos foram comparados
entre si.
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4 RESULTADOS

4.1 PARAMETROS CARDIOVASCULARES E
RESPIRATORIOS ~ BASAIS DE ~ RATOS  NAO
ANESTESIADOS APOS A EXPOSIGAO A HIA.

A figura 2 mostra o registro da FC, PAM e PAP durante os 10
episodios de HIA de animal ndo anestesiado, representativo do grupo,
bem como o respectivo periodo de 60 min pds-exposicao (painel A).
Estes mesmos parametros, porém de outro animal representativo do
grupo, sdo apresentados em escala expandida no painel B, juntamente
com o registro da ventilacdo e frequéncia respiratoria (FR; n=5), antes e
apos a exposicao a HIA, respectivamente. Em animais ndo anestesiados
(n=9) foi observado que durante 60 minutos ap6s a exposicdo a HIA
houve aumento moderado, porém persistente e significativo, na PAM
dos ratos (104+2 vs 109+3; 111+3; 109+3 mmHg, respectivamente
basal, 10, 30 e 60 min apds a HIA,; Figura 3A; P<0,05). No entanto, ndo
foram observadas alteracdes significativas nos valores da FC apds a HIA
(348+7 vs 344+12; 378+15; 35849 bpm, respectivamente basal, 10, 30 e
60 min apdés a HIA; Figura 3B). Juntamente com 0 aumento
significativo da PAM, verificamos que a FR apresentou-se reduzida nos
animais expostos a HIA (106+7 vs 89+5; 94+5; 94+4 cpm,
respectivamente basal, 10, 30 e 60 min apds a HIA; P<0,05; Figura 3C).
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Figura 2. Painel A: Registros da frequéncia cardiaca (FC), da pressdo arterial
média (PAM) e da presséao arterial pulsatil (PAP), de um rato representativo do
grupo, ilustrando os parametros cardiovasculares antes, durante e apds a
exposicdo a HIA. Painel B: Registros da FC, PAM, PAP, ventilacdo (Vent) e
frequéncia respiratoria (FR), de outro animal representativo do grupo,
mostrando os niveis da PAM, FC e FR antes e apds a exposic¢do a HIA. Observe
que apds a HIA houve uma pequena elevagdo da PAM associada a uma redugéo
da FR.
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Figura 3. Valores médios da presséo arterial média (PAM; n=9), da frequéncia
cardiaca (FC) e da frequéncia respiratoria (FR; n=5) de ratos ndo anestesiados
antes (basal) e 10, 30 e 60 min apds a exposicdo a HIA. * - diferente em relagéo
aos respectivos valores basais. P<0,05.

4.2 ANALISE DA VARIABILIDADE DA PRESSAO ARTERIAL
SI§TOLICA E DA FREQUENCIA CARDJAQA DE RATOS
NAO ANESTESIADOS APOS A EXPOSICAO A HIA.

O resultado da analise dos componentes oscilatorios que
determinam de forma indireta o nivel de atividade simpatica e
parassimpética sobre a PA e FC sdo mostrados na figura 4. Com relacéo
a PAS, os dados apontam que em animais ndo anestesiados (n=9) a
exposicdo a HIA promoveu aumento da poténcia dos componentes LF
(2,52+£0,29 vs 6,40+1,32 mmHg2/Hz; Figura 4A; P<0,05) e HF
(1,28+0,32 vs 1,79+0,35 mmHg2/Hz; Figura 4B; P<0,05), sugerindo
maior modulacdo simpatica e respiratdria sobre a PA. No entanto, para a
FC observamos aumento do componente LF (6,07+1,25 vs 18,39+4,05
bpm2/Hz; Figura 4C; P<0,05), mas nao do componente HF (48,65+7,65
vs 55,92+6,93 bpm2/Hz; Figura 4D), ap0s a exposicao a HIA, sugerindo
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aumento da modulacdo simpatica, mas ndo parassimpatica, sobre o
coracao.
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Figura 4. Andlise da variabilidade da pressdo arterial sistélica (PAS) e da
frequéncia cardiaca (FC) , pelo dominio da frequéncia, de ratos ndo anestesiados
submetidos a HIA (n=9). Painéis A e B: magnitude média dos componentes de
baixa (LF Magnitude) e alta frequéncia (HF Magnitude) da PAS,
respectivamente. Painéis C e D: magnitude média dos componentes de baixa
(LF Magnitude) e alta frequéncia (HF Magnitude) da FC, respectivamente. Note
0 aumento da potencia do componente LF da PAS e da FC, bem como do
componente HF da PAS, ap0s a exposicao a HIA. * - diferente em relagdo aos
respectivos valores controle antes da exposicéo a HIA. P< 0,05.

4.3 ANALISE DA SENSIBILIDADE DO CONTROLE
BARORREFLEXO DA FREQUENCIA CARDIACA EM
RATOS NAO ANESTESIADOS APOS A EXPOSICAO A HIA.

Ao avaliarmos a contribuicdo dos mecanismos reflexos de
controle dos niveis da PA, pelo o método de sequéncias, verificamos
que a HIA (n=8) promoveu aumento do ganho do controle barorreflexo
da FC (1,19+0,10 vs 1,81+0,16 ms/mmHg; Figura 5, P<0,05), sugerindo
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uma sensibilizagdo desse reflexo apds a exposicdo aos episddios
intermitentes de hipdxia.
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Figura 5. Valores médios do ganho do controle barorreflexo da frequéncia
cardiaca em ratos ndo anestesiados (n=8) antes e ap0s a exposicdo a HIA.
Observe 0 aumento do ganho ap6s a HIA, sugerindo uma sensibilizacdo desse
reflexo. * - diferente em relacdo aos valores controle, P<0,05.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE DO DIAFRAGMA E DOS
MUSCULOS ABDOMINAIS EM RATOS ANESTESIADOS
SUBMETIDOS A HIA.

Para melhor avaliacdo das alteracfes respiratorias induzidas pela
HIA, realizamos o registro das atividades dos musculos DIA
(inspiratério) e ABD (expiratorio) pelo método de eletromiografia. Os
registros eletromiogréaficos dos musculos DIA (n=12) e do ABD (n=8),
de animal representativo, sdo apresentados na figura 6, ilustrando os
efeitos da HIA sobre as atividades inspiratéria e expiratoria.
Verificamos que a exposi¢do a HIA promoveu aumento persistente na
amplitude das contragdes do DIA (Aamplitude: 32,1+12,9 vs 38,3134
vs 27,3+12,6 %, respectivamente 15, 30 e 60 min apds a HIA; Figura
7A; P<0,05), sem alterar a sua frequéncia de contragdes (106+7 vs
103£10; 110+£10; 117+7 cpm; Figura 7C), bem como as duracdes
inspiratoria (399127 vs 433+38; 433+36; 383128 ms; respectivamente
basal, 15, 30 e 60 min ap6s a HIA; Figura 7D) e expiratoria (231+22 vs
278+40; 256+27; 243+£38 ms; respectivamente basal, 15, 30 e 60 min
apos a HIA; Figura 7E). Concomitante ao aumento do DIA, observamos
aumento significativo na atividade média do ABD (Aatividade:
28,1+11,2 vs 32,0£11,9 vs 37,9+11,04 %, respectivamente 15, 30 e 60
min apds a HIA; n=8; P<0,05), conforme mostra a figura 6B. Em
conjunto, os resultados mostram que a HIA leva a um aumento do
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esforco respiratorio, sinergicamente inspiratorio e expiratério, em ratos
anestesiados.
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Figura 6. Registros originais e integrados (/) da atividade dos musculos
diafragma (DIAgyc) € abdominais obliquos interno e externo (ABDgyg), de um
animal representativo do grupo, mostrando os efeitos da exposicdo a HIA
(visualizada pelas redugdes intermitentes da fracdo inspirada de 02, FiO2) em
ratos anestesiados. Painel A: registros durante todo o protocolo experimental. A
linha pontilhada indica os niveis basais do DIA e ABD anteriores a exposi¢do a
HIA. Painel B: trechos do registro mostrado no painel A, em uma escala de
tempo expandida, mostrando o padrdo de atividade do DIA e do ABD antes e
apos a HIA.
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Figura 7. Painéis A e B: valores médios da variagdo da amplitude das
contragOes do diafragma (n=12) e da atividade média do ABD (n=8) de ratos
anestesiados submetidos a HIA. Painel C: valores médios (n=12) da frequéncia
de contragdo do DIA antes (basal) e apés a HIA. Painéis D e E: valores médios
(n=12) da duracdo inspiratoria e expiratoria, respectivamente, antes (basal) e
apos a HIA. * - diferente em relagéo aos respectivos valores basais. P<0,05.

45 SITIO DE INJECAO
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A figura 8 demonstra o sitio de injecdo, de um animal
representativo, para todos os experimentos realizados com microinjecdo
no RTN.

Figura 8. Fotomicrografia demonstrando o sitio de microinjecdo no RTN.
Abreviaturas: 7 = nucleo facial; sp5 = trato espinal trigeminal; py = trato
piramidal e RPa= Raphe Palidus. Escala: 1 mm.

4.6 ANALISE DAS ALTERA(}()ES CARDIORRESPIRATORIAS
DECORRENTES DA INIBICAO DO RTN COM MUSCIMOL
APOS A EXPOSICAO A HIA.

Neste protocolo buscamos elucidar se tais alteracOes
cardiovasculares e respiratdrias induzidas pela HIA sdo dependentes da
atividade dos neurdnios do RTN. Para isso, realizamos a inibicdo
farmacoldgica do RTN com microinjecfes bilaterais do agonista
gabaérgicos muscimol (1mM), realizadas 30 min apds a HIA (n=5).
Observamos que a inibicdo do RTN, apds a exposicdo a HIA,
promoveu: i) reducdo da PAM, com retorno a valores préximos aqueles
observados antes da exposicdo a HIA (P<0,05); ii) diminuicdo
significativa da FC (P<0,05); iii) redugdes da FR e da amplitude das
contragdes do DIA (P<0,05) para valores menores em relacdo ao basal
antes da HIA; e iv) eliminou as contra¢es do ABD induzidas pela HIA
(P<0,05). Tais resultados estéo ilustrados nas figuras 9 e 10. Os valores
dos parametros cardiorrespiratorios citados acima estdo sumarizados no
quadro 1. Estes dados sugerem que o RTN tem papel chave na inducéo
e/ou manutengdo das alteracBes cardiovasculares e respiratorias
induzidas pela HIA em ratos anestesiados.
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Figura 9. Painel A: Registros originais e integrados () da atividade
eletromiogréfica (EMG) do diafragma (DIA) e dos musculos abdominais (ABD)
e 0 registros da pressdo arterial pulsatil (PAP), de um rato anestesiado com
uretana, representativo do grupo, submetido a HIA e posterior microinjecéo de
muscimol (ImM) no RTN (setas). Observe que a HIA promove um grande
aumento da atividade ABD e um aumento da PAP, os quais séo revertidos pela
inibicdo farmacoldgica do RTN. Painel B. Trechos dos registros anterior, porém
em escala expandida, basal (antes), 10, 25 e 45 minutos ap0s a exposicao a HIA,
0s quais sdo revertidos pela inibicdo do RTN por meio de microinjecdes de
muscimol (1 mM).
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Figura 10. Valores médios da amplitude (painel A) e frequéncia (painel C) das
contracbes do diafragma (DIA; n=5), da atividade média dos musculos
abdominais (ABD, painel B; n=5), da pressdo arterial média (PAM, painel D;
n=4) e da frequéncia cardiaca (FC, painel E; n=4), antes (basal) e apds a
exposicao a HIA. Trinta minutos apds a exposi¢do a HIA, foram realizadas
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microinje¢des de muscimol no RTN, conforme indicado nos gréficos. * -
diferente em relacéo aos respectivos valores basais (antes da HIA); P<0,05.

Quadro 1. Valores médios da presséo arterial média (PAM; n=4), da frequéncia
cardiaca (FC; n=4), da amplitude e frequéncia das contragbes do diafragma
(DIA; n=5) e da atividade média abdominal (ABD; n=5), antes (basal) e apés a
exposicao a HIA em ratos anestesiados que receberam microinjecdes bilaterais
de muscimol no RTN. * - diferente em relagdo aos respectivos valores basais,
P<0,05.

apos exposicao a HIA
(6-7% O, por 45 segundos a cada 5 min)
apoés muscimol no RTN
Basal 5 min 25 min 45 min 60 min
PAM (mmHg) | 113+3 123+3* 122+2* 113+3 11343
FC (bpm) 391+12 406+8 409+7 353+18* 340+26*
Amplitude * -
DIA (%) 100 99+10 9719 7719 7711
Frequeéncia | 1414 | 107+4% | 126:6* | 80+10* | 80+10*
DIA (cpm)
Atividade -
ABD (%) 100 535194 532+100 46122 50+18

4.7 ALTERACOES CARPIORRESPIRATORIAS PROMOVIDAS
POR MICROINJECOES DE 5-HT NO RTN.

Diversos estudos sugerem a participacdo de mecanismos
serotoninérgicos nas alteracfes cardiorrespiratdrias relacionadas a HIA
(MaCFarlane, 2009). Neste sentido, realizamos microinjecdes
intermitentes de 5-HT (ImM) no RTN de ratos anestesiados com
uretana. Observamos que microinjecGes intermitentes (3 microinjecoes,
com 5 min de intervalo entre cada; n=7) de 5-HT (ImM) no RTN
promoveram aumento progressivo e persistente da atividade motora
abdominal, perdurando por até 60 min ap6s a Ultima microinjecdo
(P<0,05). Além disso, foi observado aumento na PAM logo no 10°
minuto apds a Ultima microinjecdo, conforme ilustram as figuras 11 e
12. Interessantemente, nenhuma resposta cardiorrespiratéria evidente foi
observada no momento das microinjecfes de 5HT no RTN.
MicroinjecBes intermitentes do veiculo no RTN (n=5) também néo
modificaram os pardmetros cardiorrespiratérios de ratos anestesiados,
como ilustrado na figura 13 e 14. Diferentemente das microinjecoes
intermitentes, microinjecdes bilaterais Unicas de 5-HT no RTN (n=8)
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promoveram aumento significativo na amplitude das contragdes DIA
(P<0,05), sem alterar a atividade motora abdominal e os parametros
cardiovasculares, conforme ilustram as figuras 15 e 16. Esses resultados
estdo sumarizados na quadro 2. Em conjunto, nossos resultados mostram
gue a ativacdo dos mecanismos serotoninérgicos no RTN promovem
alteragdes significativas nos parametros cardiorrespiratorios de animais
anestesiados, 0s quais podem ser diferentes dependendo da forma de
ativacdo (Gnica vs intermitente).
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Figura 11. Painel A: Registros originais ¢ integrados ([) da atividade
eletromiografica (EMG) do diafragma (DIA) e dos musculos abdominais
(ABD), e registros da pressdo arterial pulsatil (PAP), de um rato anestesiado
com uretana, representativo do grupo, demostrando as alteracOes
cardiovasculares e respiratdrias induzidas pelas microinjecGes intermitentes (3
microinje¢des, 5 min de intervalo) de 5-HT (ImM) no RTN (setas). Painel B:
Trechos do painel A, porém em escala de tempo expandida. Note que as
microinje¢des intermitentes de 5-HT no RTN promoveram um aumento da



63

atividade motora ABD 10 min, 30 min e 60 min, e na PAM ap0s as
microinjecdes.

120 170 110
_ _ . T
110 S
g € 150 & 100
Z 100 2 = * =
® i 130 g
S 2 g
= 2 110 3
Y s ER
< < I_I o
70 90 *
ol IINET] NN NN . ol LTl NN NN . ol Iyl NN NN
Basal 10 30 60 Basal 10 30 60 Basal 10 30 60
. 600 __200
n 0
E 550 E 150
2 8
g 500 < 160
=4 3
2 450 £ 140
(=]
& 400 € 120
g g
S 350 5 100
a a
ol L] NN NN N ol Iyl NN N
Basal  10' 30° 60 ' : '

G

3

*
130
120
110
100
L)
ol LTl NN NN NN
10 30’ 60'

Basal

PAM (mmHg)
FC (bpm)

400
380
360
340
320
ol Iyl NN W .
10 30' 60"

Basal

Figura 12. Valores médios da amplitude (painel A) e frequéncia (painel C) de
contracdes do diafragma (DIA), da atividade motora abdominal (ABD, painel
B), da duragdo da inspiracdo (painel D) e da expiracdo (painel E), da pressao
arterial média (PAM, painel F) e da frequéncia cardiaca (FC, painel G) de ratos
anestesiados que receberam microinjegdes bilaterais e intermitentes de 5-HT (1
mM, 3 microinjecdes, 5 min de intervalo; n=7) no RTN. * e ** - diferente em
relacdo aos respectivos valores basais, P < 0,05 e P<0,001, respectivamente.
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Figura 13. Painel A: Registros originais ¢ integrados (/) da atividade
eletromiografica (EMG) do diafragma (DIA) e dos musculos abdominais
(ABD), e registros da pressdo arterial pulsétil (PAP), de um rato anestesiado
com uretana, representativo do grupo, mostrando 0s pardmetros
cardiovasculares e respiratdrias apds microinjeces intermitentes de veiculo
(aCSF) no RTN (setas). Painel B: Trechos do painel A, porém em escala de
tempo expandida. Note que as microinjecdes do veiculo no RTN néo alteram os
parametros cardiorrespiratorios.
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Figura 14. Valores médios da amplitude (painel A) e frequéncia (painel C) de
contracdes do diafragma (DIA), da atividade motora abdominal (ABD, painel
B), da duragdo da inspiracdo (painel D) e da expiracdo (painel E), da presséo
arterial média (PAM, painel F) e da frequéncia cardiaca (FC, painel G) de ratos
anestesiados que receberam microinje¢des bilaterais e intermitentes de veiculo
(aCSF; n=5) no RTN. O sitio das microinjecdes sdo apresentados no painel F.
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Figura 15. Painel A: Registros originais ¢ integrados () da atividade
eletromiogréfica (EMG) do diafragma (DIA) e dos masculos abdominais
(ABD), e registros da pressdo arterial pulsatil (PAP), de um rato anestesiado
com uretana, representativo do grupo, mostrando as alteracOes cardiovasculares
e respiratdrias induzidas pelas microinje¢des Unicas de 5-HT (ImM) no RTN
(setas). Painel B: Trechos do painel A, porém em escala de tempo expandida.
Observe que uma Unica microinjecdes bilateral de 5-HT no RTN promoveram
um aumento da amplitude de contragdo do DIA, apds as microinjecoes.
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Figura 16. Valores médios da amplitude (painel A) e frequéncia (painel C) de
contracdes do diafragma (DIA), da atividade motora abdominal (ABD, painel
B), da duracgdo da inspiracdo (painel D) e da expiracdo (painel E), da presséo
arterial média (PAM, painel F; n=6) e da frequéncia cardiaca (FC, painel G;
n=6) de ratos anestesiados que receberam microinje¢des bilaterais Gnicas de 5-
HT (1 mM; n=8) no RTN. * e ** - diferente em relagdo aos respectivos valores
basais, P < 0,05 e P<0,001, respectivamente.
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Quadro 2. Valores da amplitude (DIAEMG) e da frequéncia (FR) das
contragBes do diafragma, da atividade dos musculos abdominais (ABDEMG),
da pressao arterial média (PAM) e da frequéncia cardiaca (FC) antes (basal), 10
min, 30 min e 60 min apds as microinje¢Bes intermitentes de veiculo (aCSF;
n=5) ou de serotonina (5-HT; n=7) e Gnicas de 5-HT (n=8) no RTN. * e ** -
diferente em relagdo aos respectivos valores basais, P < 0,05 e P<0,001,
respectivamente.

B"’I‘Sﬁ 100 | 30" | 60" Baal‘s 100 | 30" | 60" Bal‘sa 100 | 30 | 60

R 93 | 93 | 93 | 94 | 92 | 96 | 93 | 93 | 93 | 95 | 90 | 92
(cpm) +8 | £9 | 27 | 7 | 2| 23 | 3 | 23 | 6 | £7 | 6 | 16
Amplitude 100 | 102 | 104, lff* 100 lgf’ leeé l?fj 100 | 982 | 1004 | 1023
DIA emc(%) 5 | 64 | o 5 1 g T 4’7—* 9+5 | +6,3 | +9,4
Duracao 527, | 525, | 516, | 500 | 482, | 470 | 492, | 485 | 492, | 495, | 5213 | 515,8
Inspiracéo 2+ 4+ 4+ + 1 + 3+ + 1+ 7+ + +
(ms) 276 | 298 | 248 | 234 | +10 | 10,8 | 17,3 | 12,5 | 327 | 33 | 356 | 33,6
Duragéo 130, [ 137, | 138, | 138, [ 171, | 156, | 158, | 164 | 169, | 150, | o[ o0
Expiragao 6+ 2+ 8+ 4+ | 4+ | 8% ES + 6+ 9+ +18'7 +19’9
(ms) 232 | 252 | 241 | 233 | 11 | 127 | 129 | 11,3 | 196 | 185 | = | =
- 976 | 97.6 117. | 114. | 116. 129. 1386
ﬁg‘gdade o | 100 5;3'21 7+ | 7 |100| 5& | 9+ | 9+ | 100 | 4% 12641 +14.1
emo(%) 2| 25 | +16 109 | 132 | 124 sgx | 047 | e
PAM 126 | 125 | 123 | 123 | 116 | 120 | 120 | 118 | 110 | 124 | 122 | 117
(mmHg) #1 | #1 | #2 | #1 | 45| 5 | 46 | #5 | 5 | #4* | 5 | 45
FC (bom 390 | 380 | 384 | 386 | 381 | 387 | 387 | 384 | 382 | 386 | 38L | 379
(bpm) +21 | +22 | 204 | 24 | +16| +8 | +6 | +7 | +9 | +8 | 8 | 29

4.8 AVALIACAO DAS ALTERACOES CARDIOVASCULARES
E RESPIRATORIAS EM RESPOSTA A HIPERCAPNIA
APOS AS MICROINJECOES INTERMITENTES DE 5-HT
NO RTN.

Considerando que o RTN é uma importante regido envolvida com
a quimiorrecepgdo central, avaliamos se 0 aumento da atividade motora
expiratoria apds as microinjecdes de 5-HT no RTN estdo associadas a
uma potencializacdo das respostas cardiorrespiratérias a hipercapnia.
Para tanto, estimulos de hipercapnia (10% CO2, durante 5 min) foram
realizados antes (basal) e 30 e 60 min ap6s a Gltima microinjecdo de 5-
HT RTN. Observamos que microinjecdes intermitentes de 5-HT no
RTN (n=7; figura 17), mas ndo de veiculo (n=6; figura 18) ou
microinjecdo Unicas de 5-HT (n=5; figura 19), promoveram
potencializacdo das respostas reflexas de aumento da atividade do
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diafragma, quando avaliadas 30 e 60 min apds as microinjecdes
[P<0,05, tracados B (1 e 2 — 30 min) e C (1 e 2 — 60 min)] durante o
estimulo hipercapnico. Da mesma forma, aos 60 min apds as
microinjecBes intermitentes de 5HT no RTN, houve amplificagdo da
resposta abdominal quando comparada a resposta controle [(P<0,05,
tracado C (1 e 2)]. Esses resultados sugerem que microinjecdes
intermitente de 5-HT no RTN promovem uma facilitagdo no
processamento das respostas respiratorias a hipercapnia. Os valores
numéricos das alteragdes decorrentes de MI de 5-HT, bem como,
veiculo e Unicas de 5-HT (1mM) estdo dispostos na quadro 3,
igualmente ilustrados nos graficos de barras da figura 20.
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Figura 20. Valores médios da variagdo da amplitude (painel A) e frequéncia
(painel C) de contra¢Bes do diafragma (DIA), da atividade motora abdominal
(ABD, painel B), da duracdo da inspiracdo (tempo inspiratorio — TI, painel D) e
da expiracdo (tempo expiratério — TE, painel E), da pressdo arterial média
(PAM, painel F) e da frequéncia cardiaca (FC, painel G) de ratos anestesiados
que receberam microinjecdes bilaterais de veiculo (aCSF; n=6), intermitentes
(n=7) e Unicas de 5-HT (1 mM; n=5) no RTN. Barras brancas indicam antes
(basal), as barras cinza (30 min) e as pretas (60 min) ap6s a Ultima
microinjecdo. * - diferente em relacdo aos respectivos valores basais, P < 0,05.
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Quadro 3. Variagdes da amplitude (ADIAEMG) e da frequéncia (ADIAfreq)
das contracbes do diafragma, da atividade dos mdsculos abdominais
(AABDEMG), da pressdo arterial média (APAM) e da frequéncia cardiaca
(AFC) em resposta a hipercapnia (10% CO2 por 5 min) antes (basal), 30 min e
60 min apds as microinjecOes de veiculo ou de serotonina (5-HT) no RTN. * -
diferente em relacéo a respectiva resposta basal. P<0,05.

3 microinjecdes de aCSF 1 microinjecdo de 5-HT 3 microinjecdes de 5-HT
Basal 30° 60’ basal 30 60’ basal 30’ 60’
80 81 92 73 95 100 64 111 117
A DIAgyc (%)
+10 +14 +10 +7 +25 +26 +9 +17* +11*
A DIAseq
-10+1 -5+2 -3+2 -10+7 | -14+4 | -10#5 -1+4 -248 249
(cpm)
A ABDgenc 134
-142 17+15 33+10 3+3 53+30 | 42+15 | 19£12 62+21
(%) +25%
A PAM
442 1+2 0+1 2+1 1+1 0+1 3+1 2+1 -1+1
(mmHg)
A FC (bpm) -23+6 | -26x7 | -28+3 | -19#5 | -19+4 | -17+2 | -25#5 | -21%2 -28+4

4.9 ALTERA(;@ESPARDIORRESPIRATORIAS PROMOVIDAS
PELA REMOCAO DAS AFERENCIAS VAGAIS

Neste protocolo investigamos a participacdo das informacGes
aferentes vagais nas alteracdes cardiorrespiratorias, haja vista que tal
informacdo parece exercer efeito inibitorio sobre o processamento da
atividade expiratéria. Averiguamos que, ap6s a sec¢do do nervo vago,
houve significativo aumento da atividade motora DIA basal (n=19),
contribuindo diretamente para o aumento do volume corrente (VC;
n=10), do fluxo inspiratério (n=10) e expiratério (n=10). Por
conseguinte, as duracdes dos periodos inspiratérios e expiratorios
também estiveram aumentadas apés a remocao das informacdes do nevo
vago, contribuindo para a redugdo da FR (n=19). No entanto, ndo houve
alteracdo dos pardmetros cardiovasculares, PAM e FC (n=16), bem
como da atividade média ABD. Os resultados sdo mostrados nas figuras
22. Interessantemente, visualizamos alteragdo da arritmia sinusal
respiratoria, que é caracterizada por ciclos irregulares dos batimentos
cardiacos associados ao ciclo respiratério, com reducdo nos valores de
PAM e de FC durante o periodo inspiratdrio, porém insuficientes para




75
promover alteragdes nos niveis médios da PAM e da FC, conforme
figura 21. Os valores reais estdo apresentados na quadro 4.

Intacto Vagotomizado

Arritmia sinusal respiratéria

£l — I -
o v P S e _
FC ¢ s g
o —_ p— — — — _ — — p—
:IE: T e ey L = L ~
PAM £ L 0 e
8 1 3 i = —
. ¥ L
201
PAP E| .| T
SIVYYNN Y AR R \ \ ’\,\-\ VL \
i
Y )
| Alm A A A A A A ’“"“\ It i)
DIAEMG AL RN B W AR WAL AW ARV A . WRPRPRRY ) N/ N
Dincuc M- -
1s 1s

Figura 21. Registros originais e integrados (f) da atividade eletromiografica
(EMG) do diafragma (DIA), registros da pressdo arterial pulsétil (PAP), da
pressdo arterial média (PAM) e da frequéncia cardiaca (FC), de um rato
anestesiado com uretana, representativo do grupo, mostrando as alteracdes
cardiovasculares e respiratorias induzidas antes (intacto) e apds
(vagotomizados) a sec¢do do nervo vago. Note que apds a vagotomia ocorre um
aumento na amplitude e duracdo da contracdo DIA, juntamente com reducéo da
FR e nos niveis de PAM e FC.
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Figura 22. Valores médios da amplitude das contracdes DIA (n=19) e atividade
ABD (n=18; painel A), da frequéncia DIA (painel B; n=19), do fluxo (painel C;
n=10) e dura¢do (painel D; n=19) inspiratdrio e expiratdrio, do volume corrente
(painel E; n=10), da pressdo arterial média (PAM; painel G; n=16) e da
frequéncia cardiaca (FC; painel F; n=16) de ratos anestesiados antes (intactos —
barras cinzas) e apds (vagotomizados — barras pretas) a seccdo do nervo vago.
*, ** g *** _ diferente em relagdo aos respectivos valores basais, P < 0,05;
P<0,001 e P<0,0001, respectivamente.



77

Quadro 4. Valores da amplitude (%) e da frequéncia (FR; n=19) das contracdes
do diafragma(n=19), da atividade dos mdusculos abdominais (%; n=18),da
duragdo inspiratéria (ms) e expiratéria (ms), da pressdo arterial média (PAM),
da frequéncia cardiaca (FC), do fluxo inspiratorio (mL/s; n=10) e expiratorio
(mL/s; n=10) e do volume corrente (VC — mL; n=10), antes (intactos) e ap6s
(vagotomizados) a seccdo do nervo vago. *, ** e *** - diferente em relacdo aos
respectivos valores basais, P < 0,05; P<0,001 e P<0,0001, respectivamente.

Intactos Vagotomizados
FR (cpm) 96+4 Q4] ***
Amplitude DIA (%) 100 148,49:+8 48***
Duraco Inspira¢do (ms) 461,1+23,2 884,1+36***
Durac8o Expiracdo (ms) 190+21,8 521,1+46,8***
Atividade ABD (%) 100 101,81+5,51
PAM (mmHg) 107+4 1044
FC (bpm) 379+9 372+11
Fluxo Inspiratério (mL/s) -4,789+0,3 -5,896+0,3***
Fluxo Expiratério (mL/s) 5,68+0,1 7,924+0,2***
VC (mL) 0,7734+0,08 1,222+0,1***

410 AVALIACAO DAS ALTERACOES

CARDIOVASCULARES E RESPIRATORIAS POR
MICROINJECOES DE 5-HT APOS VAGOTOMIA.

Neste protocolo procuramos evidenciar se a remocdo das
aferéncias vagais, mediante vagotomia bilateral, poderia influenciar as
alteragdes  cardiorrespiratérias  induzidas pelas  microinjecOes
intermitentes de 5-HT no RTN de ratos anestesiados (n=6). Observamos
gue apds a remogdo da atividade inibitéria, pela seccdo do nervo vago,
houve um expressivo aumento da atividade motora ABD, acompanhado
de reducdo significativa da amplitude do DIA. Além disso, observamos
uma reducdo da PAM aos 60 mim e da FC aos 30 e 60 min apds as
microinjecBes, conforme as figuras 23 e 24. Microinjecdes intermitentes
de veiculo (n=4) no RTN de ratos anestesiados e vagotomizados nédo
causaram alteracdes nos parametros cardiorrespiratérios estudados, com
exce¢do de uma reducdo da FC aos 30 e 60 min ap6s as microinjecdes
(Figuras 25 e 26). O dados mostram que informagdes aferentes vagais
influenciam, de forma negativa, as alteracfes na atividade expiratdria
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induzidas pela 5-HT. Os valores numéricos sdo apresentados na quadro
5.

A
PAP .
PA - — |
o [ ———
D1 | oo

TR —

11 1t
5-HT(1ImM) no RTN

>
=
=}
<

2puv

5 min

B Basal 10’ 30° 60’
140
PAP mo]
(mmHg) eo
] ~\ ra

DAy AN A e

40 pv

DIAEMG I i | e

b oo Bl o

1s

Figura 23. Painel A: Registros originais ¢ integrados (/) da atividade
eletromiogréfica (EMG) do diafragma (DIA) e dos musculos abdominais
(ABD), e registros da pressao arterial pulsatil (PAP), de um rato anestesiado
com uretana e vagotomizado, representativo do grupo, mostrando as alteragdes
cardiovasculares e respiratorias induzidas pelas microinjec@es intermitentes de
5-HT (ImM; n=6) no RTN (setas). Painel B: Registros expandidos em escala
temporal do painel A. Note o expressivo recrutamento dos muasculos motores
abdominais ap6s as microinje¢Bes intermitentes de 5-HT no RTN em animais
vagotomizados.
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Figura 24. Valores médios da amplitude (painel A) e frequéncia (painel C) de
contragdes do diafragma (DIA), da atividade motora abdominal (ABD, painel
B), da duracdo inspiratoria (painel D) e expiratéria (E), da pressdo arterial
média (PAM, painel F) e da frequéncia cardiaca (FC, painel G) de ratos
anestesiados e vagotomizados que receberam microinjecfes bilaterais
intermitentes 5-HT (1 mM; n=6) no RTN. *, ** e *** _ diferente em relagdo aos
respectivos valores basais, P < 0,05; P<0,001 e P<0,0001, respectivamente.
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Figura 25. Painel A: Registros originais e integrados (/) da atividade
eletromiogréfica (EMG) do diafragma (DIA) e dos musculos abdominais
(ABD), e registros da pressdo arterial pulsatil (PAP), de um rato anestesiado
com uretana e vagotomizado, representativo do grupo, mostrando as alteracoes
cardiorrespiratorias induzidas pelas microinjecfes intermitentes de veiculo
(aCSF; n=4) no RTN (setas). Painel B: Trechos do registros em A porém em
escala temporal expandida.
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Figura 26. Vanres médios da amplitude (painel A) e frequéncia (painel C) de
contragdes do diafragma (DIA), da atividade motora abdominal (ABD, painel
B), da duragdo inspiratoria (painel D) e expiratdria (painel E), da pressao
arterial média (PAM, painel F) e da frequéncia cardiaca (FC, painel G) de ratos
anestesiados e vagotomizados que receberam microinje¢Oes bilaterais
intermitentes de veiculo (aCSF; n=4) no RTN. * e *** - diferente em relacdo
aos respectivos valores basais, P < 0,05 e P<0,0001, respectivamente.
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Tabela 5. Valores da amplitude (DIAgmws) e da frequéncia (FR) das
contracbes do diafragma, da atividade dos musculos abdominais
(ABDgnmg), da pressdo arterial média (PAM) e da frequéncia cardiaca
(FC) antes (basal), 10 min, 30 min e 60 min apds as microinjecbes de
veiculo (aCSF; n=4) ou de serotonina (5-HT; n=6) no RTN de animais
anestesiados e vagotomizados. * e *** - diferente em relagdo aos
respectivos valores basais, P < 0,05 e P<0,0001, respectivamente.

3 MI ACSF | smisHTmoRN |

Basal | 10' | 30 60 | Basal | 10° 30" 60"

FR(cpm) a5+1 | 442 | 4312 | 42e2 | 42+1 | 40208 | 42409 | 41#1
7533 | 6133 | 5633

Amplitude DIAeys (%) 100 iigg igzg ig;g 100 | £7.08 | 514 | 646
Durago Inspiracio (ms) 772 go1a | 774 | 7905 | 32| 52 | o14x | 9341
o5y | £6686 | £4586 | 35850 | .* .| 4954 | 37.44 | 5411

Duragio Expiracio (ms 23 1 5753 | 608 | 6123 | %8| 57 | 5205 | 5037
cos 5108 | 6332 | +7856 | . | 6113 | +5722 | 4840

- 1095 | 109 110 1617 | 1895 | 1858
Atividade ABDev (%) 100 | 3473 | 470 | 924 | 100 | .i3403% | +34.77% | +33.46*
PAM (mmHg) +%95 90+1 | 97+1 | 95+2 | 108+l | 11041 | 108+l | 101+2**
FC (bpm) 33427 | 33848 | o | 310s9v | 36148 | 35648 | 34848% | Trey’

411 ALTERAGOES  CARDIORRESPIRATORIAS  EM
RESPOSTA A HIPERCAPNIA E A HIPOXIA.

Neste protocolo avaliamos a participagdo das informacdes
provenientes do nervo vago no processamento das alteragdes
cardiovasculares e respiratérias em resposta a hipercapnia ou a hipéxia,
a fim de verificar se 0 aumento da resposta expiratéria seria seletivo as
microinjecBes de 5-HT no RTN. Observamos que a vagotomia
promoveu aumento significativo da atividade motora ABD (n=11), que
esteve associado ao aumento do fluxo expiratério (n=10), do volume
corrente (n=10) e do fluxo inspiratério (n=10), para os estimulos de
hipercapnia (7 e 10% CO2) e hipdxia (7% 02). No entanto, ndo houve
alteracdo na amplitude das contragBes DIA (n=12), conforme as figuras
27 e 28. Com respeito a FR (n=12), a vagotomia promoveu reducdo
durante o estimulo com hipoxia 7%, ndo sendo alterado com os
estimulos hipercapnicos (7 e 10% CO2). As alteracGes reflexas
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cardiovasculares aos estimulos testados também ndo sofreram
modificacBes ap0s a vagotomia, conforme a figura 29. Os resultados
sugerem que as informacdes aferentes vagais influenciam negativamente
no processamento do processo de expiragdo ativa. Ademais, 0
recrutamento do ABD durante o estimulo parece ter contribuido para o
aumento no VC que é decorrente do aumento fluxo expiratério e,
consequentemente, inspiratério. Os dados sdo apresentados na quadro 6.

Al Bl
FC 30 N P___,«-ﬁ -—n»-\w ‘,,,,,...u

10% CO, 10% CO,
A2 Basal 10% CO, Basal 10% CO,
Fluxo ”I
[ABDgy
AEDee , et
PAse MAMMAIMAAA LRI LWL AL AAAAAAAAAAAA

Figura 27. Painel Al e B1: Registros originais e integrados (/) da atividade
eletromiografica (EMG) do diafragma (DIA) e dos musculos abdominais
(ABD), fluxo inspiratério e expiratdrio, registros da pressdo arterial pulsatil
(PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC), de um rato
anestesiado com uretana, representativo do grupo, demostrando as repostas
cardiorrespiratérias & hipercapnia (10% CO2 por 5 min) antes (painel Al) e
apos a vagotomia (painel B1). Painel A2 e B2: Tragados dos mesmo registros
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anteriores porém em escala temporal expandida. Note o aumento da resposta
expiratérias a hipercapnia ap6s a seccdo do nervo vago de animais anestesiados.
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Figura 28. Painel Al e B1: Registros originais ¢ integrados (/) da atividade
eletromiografica (EMG) do diafragma (DIA) e dos musculos abdominais
(ABD), fluxo inspiratdrio e expiratorio, registros da pressdo arterial pulsatil
(PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC), de um rato
anestesiado com uretana, representativo do grupo, demostrando as repostas
cardiorrespiratdrias a hipoxia (7% O2 por 1 min) antes (painel Al) e apds a
vagotomia (painel B1). Painel A2 e B2: Tragados dos mesmo registros
anteriores porém em escala temporal expandida. Observe o aumento da resposta
expiratérias, bem como da redugdo da frequéncia de contragdes DIA, em
resposta ao estimulo hipoxico ap6s a vagotomia de animais anestesiados.
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Figura 29. Valores médios da variacdo da amplitude (painel B) e frequéncia
(painel C; n=10) de contragdes do diafragma (DIA; n=12), da atividade motora
abdominal (ABD, painel A; n=11), do fluxo inspiratério (painel E; n=10) e
expiratério (painel D; n=10), do volume corrente (VC, painel F; n=10), da
pressao arterial média (PAM, painel G; n=12) e da frequéncia cardiaca (FC,
painel G; n=12), de ratos anestesiados antes (intactos — barras cinzas) e apds a
vagotomia (vagotomizados — barras pretas) durante os estimulos hipercapnicos
(7 e 10% CO2, durante 5 min) e hipoxico (7% 02, durante 1 min). *, ** g *** .
diferente em relagdo aos respectivos valores basais, P < 0,05; P<0,001 e

P<0,0001, respectivamente.
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Quadro 6. Variages da amplitude (DIAgvc; N=12) e da frequéncia (FR; n=10)
das contragGes do diafragma, da atividade dos musculos abdominais (ABDgyg;
n=11), da pressao arterial média (PAM; n=12) e da frequéncia cardiaca (FC;
n=12) antes (intacto) e apdés (vagotomizados) vagotomia em resposta a
hipercapnia 7 e 10 % e hipdxia 7%. *, ** e *** - diferente em relagdo aos
respectivos valores basais, P < 0,05; P<0,001 e P<0,0001, respectivamente.

79%C02 | 7%C02 | 10%CO02 | 10% CO2
Intacto | Vagotomizado Intacto Vagotomizado

A FR (com) 0,142 3+4 -3+4 641 3946 1440 *x
A DIdome 36,34 58,05 69,09 94,8 31,42 50,95
(%) +357 +15,33%* +11,51 +20,47%* +9.82 +7,84*
A ABDeve 2,35 20,78 4,40 4713 19,28 633
(%) +1,45 +5,02 +221 +7,85 +5,79 +15,22
A Fluxo 1384 26,64 718,66 2863 737 1284
Insp. (mLJs) | 342 +4,69%* +3,86 +4,64%* +0,02 +1,14%
A Fluxo Exp. | 10,79 20,81 11,11 20,48 7,46 1558
(mLJs) +0,84 +2,03%* +1.73 +2 117 +0,50 +1,34%0%

1,64 4,49 2,61 487 114 2,58
4VC (mL) +0,24 +1,00% +0,60 +0,08%* +0,19 +0,39%%%
A PAM 3+4 442 242 0+4 -64+7 5446
(mmHg)
AFC (bpm) | -18+3 11645 3142 -24+10 -36422 -10+8
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5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS OBTIDOS

Estudos recentes mostram que a AOS, condi¢do patolégica
caracterizada pelo colapso das vias aéreas superiores durante o periodo
do sono leva, os pacientes a serem expostos cronicamente a episddios
intermitentes de reducdo da pressdo intratoracica, hipoxemia e
hipercapnia, os quais, por sua vez, sdo considerados importantes fatores
de risco relacionados ao desenvolvimento de hipertensdo e aumento da
atividade simpaética eferente (Caples et al., 2005; Leunenberg et al.,
2007; Marcus et al., 2014). No presente trabalho, apresentamos uma
caracterizacdo das alteragdes cardiovasculares e respiratorias induzidas
pela exposi¢do & HIA, em animais ndo anestesiados e anestesiados. Em
animais ndo anestesiados, a HIA promoveu aumento sustentado da PA,
gue é dependente de aumento da atividade simpatica, bem como,
apresenta uma grande influéncia do sistema respiratério. Em animais
anestesiados, verificamos uma potencializagdo das atividades motoras
inspiratoria (DIA) e expiratéria (ABD) que estiveram temporalmente
associadas ao aumento da PA. A inibicdo do RTN (importante nucleo
envolvido com a geracdo da expiragdo ativa) foi capaz de reverter a
potencializacdo da atividade motora expiratéria e de reduzir os niveis da
PA, indicando uma funcdo relevante desse nucleo. N&o obstante,
verificamos que a ativacdo dos mecanismos serotoninérgicos do RTN
podem modificar o padrdo respiratdrio, com a geracdo do padrdo
expiratorio ativo, de forma semelhante aquele observado apds a HI. Tal
modificacdo no padrdo respiratorio pode estar relacionado a uma
possivel sensibilizacdo dos quimiorreceptores centrais localizados no
RTN. Neste sentido, sdo aqui apresentadas informacgdes relevantes
guanto a possivel interacdo entre 0s quimiorreceptores centrais e
periféricos, que possa ocorrer por meio da ativacdo dos mecanismos
serotoninérgicos ao nivel do RTN. Esses achados podem ter implicacfes
no entendimento das alteracGes autonémicas e ventilatérias induzidas
pela HI dando subsidios para o melhor entendimento dos mecanismos
centrais envolvidos nas disfuncdes cardiorrespiratérias associadas a
AOS.

5.1 ALTERACOES CARDIORRESPIRATORIAS INDUZIDAS
PELA HIA.

A HIA é caracterizada como importante estimulo capaz de
promover alteragbes de plasticidade no sistema respiratério (Valic et al.,
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2010; Pavlinac et al., 2011), resultando em aumento compensatorio e
persistente da ventilagdo ap6s o termino do estimulo hipoxico,
denominado de LTF (Mitchell et al., 2001). Varios estudos mostram que
a manifestacdo do LTF ventilatério em animais expostos a HIA esta
relacionada com aumento da atividade motora inspiratoria,
especialmente dos nervos frénico e/ou hipoglosso (Mitchell et al., 2001;
Mahamed & Mitchell, 2007; Baker-Herman & Strey, 2011), que
contribuiriam para o aumento do volume corrente. Tais experimentos
foram realizados com animais anestesiados, vagotomizados e sob
respiracdo artificial (Baker et al., 2001; MacFarlane & Mitchell, 2008;
Wilkerson & Mitchell 2009; Hoffman et al., 2010), ou seja, dependente
de modificagdo neural na circuitaria responsavel pelo controle
ventilatorio.

Mateika & Fregosi (1985) sugerem que o LTF ventilatorio, apos
0 estimulo hipdxico, se torne mais expressivo em termos de duracdo
guando em condicdo de anestesia e vagotomia. De fato, o efeito da
remocao das informacdes vagais sobre o LTF do nervo frénico, em gatos
anestesiados e ndo vagotomizados foi significativamente menor
comparado aos animais anestesiados e vagotomizados (Mateika &
Fregosi, 1985a). Sabe-se que a informacéo aferente vagal, advindo dos
receptores de estiramento pulmonar, exerce um efeito inibitorio
importante sobre a atividade inspiratoria e parece influenciar no padrédo
respiratorio, garantindo sua estabilidade bem como dos mecanismos
reflexos e apneia voluntaria (Dick et al., 2008; Janczewski et al., 2013).

Em animais ndo anestesiados, mostramos no presente trabalho
gue a exposicdo a HIA promove alteragfes significativas na atividade
ventilatéria de ratos. Tal manifestacdo foi observada por redugdo
prolongada da frequéncia respiratéria dos animais ap6s a HIA. Esta
diminuicdo da FR estd relacionada ao aumento da atividade da
amplitude ventilatdria apds exposicdo a HIA, que melhoraria a captacdo
do O2, durante a fase inspiratoria, mas também por favorecer a remogéo
de CO2 do organismo, sendo este essencial para a geracao da atividade e
ritmicidade da atividade respiratoria.

Nos animais ndo anestesiados, demonstramos que a HIA acarreta
em aumento moderado e persistente nos niveis de PAM, perdurando
aproximadamente 60 min ap6s Ultima exposicdo a HIA, sugerindo que
provavelmente a atividade simpética esteja aumentada pela HIA,
contribuindo para o aumento da pressdo arterial sistémica. Pela analise
da variabilidade da pressdo arterial, verificamos que esses niveis
elevados da PA de ratos expostos a HIA estdo correlacionados com
aumento dos componentes oscilatdrios de baixa (low frequency — LF;
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relacionado a modulacdo simpatica sobre arteriolas) e alta (high
frequency — HF; relacionado a modulacdo respiratéria) frequéncia
(Cerutti et al., 1991; Malliani et al., 1991; Zoccal et al., 2009a). Nestes
experimentos, também destacamos que o aumento da PAM ap6s a HIA
possa ser decorrente, em partes pela acdo do controle barorreflexo que
se contrapds a elevagdo da PA. Nossos dados mostram que esta
atividade reflexa desempenhada pelos barorreceptores se mostrou
potencializada apds a HIA. Estes dados indicam que ap6s a HIA ocorre
maior modulacdo simpatica sobre 0s vasos sanguineos, sugerindo um
possivel aumento dos niveis basais da atividade simpatica
vasoconstritora. Além  disso, nossos resultados indicam maior
modulagdo respiratdria referente ao aumento do componente HF da PA,
sugerindo que as alteracBes respiratérias induzidas pela HIA
influenciam de forma significativa nos niveis da PA. Nesse sentido, é
possivel considerar que 0s mecanismos de interacdo entre as atividades
respiratoria e simpatica possam contribuir para o aumento da PA
induzido pela HIA em ratos ndo anestesiados.

Corroborando com estes estudos, também evidenciamos um
possivel aumento da atividade simpatica a partir de andlise espectral da
PAM de ratos ndo anestesiados. Contudo, tal aumento da atividade
simpética refletiu um aumento da PAM de ratos ndo anestesiados
submetidos a HIA. Isso pode ser explicado pelo fato de que em
condi¢des ndo anestesiadas 0os mecanismos reflexos de manutencdo da
PA estejam operando normalmente e se contrapondam ao aumento da
PA imposto pela HIA. Tal efeito parece ser exercido pelo barorreflexo.
Nossas analises mostram que o controle barorreflexo da FC, avaliado
pelo método de sequéncias (barorreflexo espontaneo), esta exacerbado
apos a HIA. Esses dados sugerem que tal reflexo estd sensibilizado o
gue limitaria o aumento da PAM ap6s a HIA. Tal hip6tese esta de
acordo com observacgdes realizadas em ratos submetidos a HI por 10
dias, nos quais foi observado uma potencializacdo das respostas
barorreflexa (Zoccal et al., 2009). Em conjunto, esses resultados
mostram que o aumento significativo da PA de ratos expostos a HIA nédo
esta relacionado com um prejuizo do controle barorreflexo. De fato,
outros mecanismos, como 0 acoplamento simpatico-respiratorio,
parecem contribuir para o aumento da PA induzido pela HIA.

Na tentativa de elucidarmos melhor estas alteragcdes de cunho
respiratério mostramos que a exposicdo a HIA promove alteragdes
significativas e persistentes na atividade respiratéria basal em animais
anestesiados com uretana, respirando espontaneamente e com as
aferéncias vagais intactas. Tais alteragdes respiratdrias correspondem ao
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aumento da amplitude das contracGes do diafragma (DIA), indicando
uma potencializacdo da atividade inspiratoria, bem como no aumento
persistente da atividade média dos muasculos abdominais obliquos
externo e interno, indicando potencializagdo da atividade motora
expiratoria. Neste sentido, nossos resultados mostram que a exposicao a
HIA promove ndo somente a facilitacdo da atividade inspiratoria, mas
também aumento significativo da atividade expiratoria basal,
caracterizando um padrdo de expiracdo ativa, com recrutamento da
musculatura ABD. Esta ativacdo adicional da musculatura expiratoria ao
trabalho respiratdrio pode exercer efeito sobre o volume de reserva
expiratorio pulmonar como tentativa de aumentar o volume corrente
(McGuire et al., 2003; McGuire & Ling, 2005) e, dessa forma,
amplificar as trocas gasosas.

Evidéncias experimentais mostram que a LTF da atividade
inspiratéria (nervo frénico e nervo hipoglosso) parece ser dependente de
modificacdes neuroquimicas tanto ao nivel dos neurdnios inspiratorios
do complexo pré-Bétizinger (pre-Botzinger complex, preBoétC)
(Bocchiaro & Feldman, 2004), bem como, dos neurbnios motores do
ndcleo motor do frénico (Baker & Mitchell, 2000; Bavis & Mitchell,
2003; MacFarlane et al., 2009). Nesses nlcleos estudados, ha evidéncias
sugerindo que a HIA parece promover uma facilitacdo da transmissao
sindptica, acarretando em potencializagdo do drive inspirat6rio para 0s
musculos inspiratérios (MacFarlane et al., 2009; Hoffman & Mitchell,
2013). Entretanto, tais estudos ndo analisaram os efeitos da HIA sobre o
controle da atividade motora expiratdria. Nesse sentido, nossos dados
com animais intactos demonstram que além do LTF para a atividade
inspiratéria a exposicdo a HIA promove também potencializagdo
persistente (pelo menos 1 h) do componente motor expiratorio. Tais
achados indicam que a exposicdo a HIA promove mudancas no padrao
expiratorio basal, transformando-o0 em um processo ativo.

O controle da atividade expiratoria basal estd intimamente
relacionado com a atividade dos neurdnios expiratdrios do complexo
Botzinger (BotC, Botzinger complex), que sdo considerado a principal
fonte de neurdnios expiratérios no bulbo (Bianchi et al., 1995; Ezure et
al., 2003). No entanto, estudos recentes sugerem que a geracao do
padrdo de expiracdo ativa, com recrutamento da musculatura ABD,
parece decorrer da atividade de neur6nios expiratérios localizados na
regido da superficie ventral do bulbo, em uma regido denominada de
grupo respiratério parafacial (parafacial respiratory group, pFRG), que
esti em sobreposicdo com o ndcleo retrotrapezdide (RTN,
Retrotrapezoid nucleus) (Janczewski & Feldman, 2006; Abdala et al.,
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2009a; Pagliardini et al., 2011; Moraes et al., 2012). O RTN ¢
amplamente caracterizado como importante ndcleo de quimiorrecepgao
central por conter neurdnios capazes de detectar as variagfes nos niveis
de CO2/pH e estarem diretamente envolvidos com a deflagracdo das
respostas reflexas do quimiorreflexo central (simpato-excitacdo e
aumento da atividade respiratéria) (Guyenet et al., 2010; Guyenet et al.,
2012; Wang et al., 2013;). Ademais, estudos verificaram que, em
animais anestesiados, vagotomizados e respirando artificialmente,
injecdo de muscimol no RTN (2mM) promove eliminacdo da atividade
do nervo frénico e reducdo da atividade do nervo simpético evocadas
por hipercapnia (Takakura et al., 2011). Moraes et al., (2012) mostrou,
em preparagdo in situ de animais descerebrados e retrogradamente
perfundidos, que a inibicdo farmacoldgica do RTN com muscimol
(ImM), resultou em reducdo nas atividades basais dos nervos frénico,
lombar e simpético tordcico. Em concordancia com este achado, um
estudo sequente demonstrou que a inibi¢cdo do RTN com muscimol (100
pmol) acarreta em uma leve reducdo da atividade ventilatdria, bem
como na PAM em repouso (Takakura et al., 2013). Tais estudos
evidenciam que o RTN contribui para a geracdo da atividade
respiratoria, provavelmente por modular o drive quimico (dependente de
CO2) para os neurdnios da VRG (Guyenet et al., 1985).

Entretanto, evidéncias recentes também demonstraram a presenca
de neurdnios expiratdrios no RTN. Estes neur6nios séo caracterizados
por ndo apresentarem atividade em condigdes fisioldgicas (neurdnios
silentes), porém, sob niveis elevados de CO2, apresentam potenciais de
acdo durante a fase final da expiracdo sendo denominados de Late-E
(expiratdrio tardio - Late expiratory) (Molkov et al., 2010; Moraes et
al., 2012). Quando ativados, estes neurbnios enviam projecoes
excitatorias para neurdnios pré-motores expiratorios da VRG, os quais,
por sua vez, ativariam neurdnios motores expiratérios localizados na
porcao téraco-lombar da coluna espinhal (Molkov et al., 2010).

Baseado nessas informacdes, demonstramos o efeito da inibicdo
do RTN sobre o padrédo respiratério observado apds exposicdo a HIA,
com especial aten¢éo para 0 componente expiratorio. Verificamos que a
inibicdo do RTN foi capaz de abolir o aumento da atividade motora
expiratéria induzido pela HIA, indicando que este nicleo tem
importante participacdo na geracdo do padrdo de expiragdo ativa
induzido pela HIA. Mostramos também que a inibicdo do RTN com
muscimol (ImM) ndo resultou em inibicdo da atividade inspiratéria
como verificado em estudos anteriores (Takakura et al., 2008), porém
em uma reducéo parcial da atividade motora do DIA. Sugerimos que tal
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efeito nédo foi verificado por conta da potencializacdo provavelmente da
atividade inspiratoria induzida pela HIA, caracterizada pela plasticidade
sindptica ocorrida em outros nucleos inspiratérios (MacFarlane et al.,
2009; Hoffman & Mitchell, 2013).

Nesse sentido, sugerimos que a atividade dos neurdnios do RTN,
esteja aumentada ap6s a HIA favorecendo a atividade expiratoria ativa e
0 aumento da pressdo arterial. Nossos estudos ndo nos permitem
elucidar se tais alteragBes ocorreram nos neurdnios quimiossensiveis ou
nos neurdnios geradores da atividade expiratdria. Além disso, ndo é
possivel estabelecer se tais alteracdes estao relacionadas a modificagdes
nas caracteristicas intrinsecas dos neurénios do RTN ou se séo
dependentes de plasticidade sinadptica. De fato, a atividade desses
neurdnios do RTN parece ser em grande parte influenciada por
informacGes sinapticas que ali confluem, advindos de diversas regides
do sistema nervoso central, como por exemplo, nicleo do trato solitario
caudal (NTSc), hipotadlamo lateral, area postrema, nucleo da rafe, ponte
dorsolateral, amigdala e cortex insular (Rosin, Chang & Guyenet, 2006;
Takakura et al., 2007; Barna et al., 2014). Além disso, estudos mostram
que a atividade dos neurdnios do RTN depende, em parte, da atividade
dos quimiorreceptores periféricos, que é intermediada pelas projecoes
excitatdrias provenientes do NTS para o0 RTN (Bodineau et al., 2000; Li
& Song, 2001; Takakura et al., 2006), como também de informaces
inibitérias proveniente dos receptores de estiramento pulmonar, por
meio da inervacdo GABAérgicas dos neurdnios do NTS para o RTN, ou
por projecdes glicinérgicas provenientes do B6tC (Molkov et al., 2010).

No presente estudo, além da abolir o aumento da atividade
motora expiratéria, microinjecdes de muscimol no RTN de ratos
expostos & HIA promoveu redugdo da PAM para valores semelhantes
aqueles observados previamente a HIA. Nesse sentido, consideramos a
hipotese de que modificacbes no padrdo expiratério sdo importantes
para promover, em parte, 0 aumento da atividade simpética e da presséo
arterial de ratos expostos a HIA. E descrito que a exposicdo a HI cronica
(HIC - dias ou semanas) contribui diretamente para o desenvolvimento
da HA (Fletcher et al., 1992; Zoccal et al., 2007; Zoccal et al., 2008;
Zoccal et al., 2009a). Toda via, evidéncias experimentais obtidas de
preparagcdes in situ, de animais previamente expostos a HIC (10
episodios de 7% O2 por 45 segundos, intercalado por 5 minutos de
normdxia, durante 8 horas, por 10 dias) demonstram que tais alteragdes
do SNS sdo decorrentes de uma modificacdo no acoplamento central
simpético-respiratério (Zoccal et al., 2009). Esta alteracdo no
acoplamento simpatico-respiratorio é gerada pela modificagdo do padrao
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respiratorio basal, com a geracdo da expiracao ativa em condicdes basais
a qual estd intimamente relacionada pela atividade aumentada dos
neurdnios do RTN (Zoccal et al., 2009; Molkov et al., 2011; Moraes et
al.,, 2012;). Os autores destacam que a atividade simpatica de ratos
expostos & HIC apresenta disparos adicionais durante a fase expiratoria,
conjuntamente com os disparos do nervo motor abdominal (Zoccal et
al., 2008). Dessa forma, estes dados obtidos em modelos cronicos
sugerem que a modificacdo do padrdo respiratério, com a geragdo da
expiragdo ativa, exerca importante contribuicdo sobre a atividade dos
neurdnios relacionados a atividade simpatica.

Assim sendo, nossos experimentos apontam para uma associacéo
entre os niveis de PAM, maior modulagdo respiratoria e o recrutamento
adicional da musculatura ABD. Nesse sentido, podemos sugerir que, de
forma semelhante a HIC, o acoplamento entre os neurbnios expiratérios
e simpaticos contribuam para o aumento da PAM induzido pela HIA.
Nesse contexto, consideramos a hip6tese de que o possivel aumento da
atividade dos neurbnios do RTN ap6s a HIA seja importante para
promover aumento na atividade simpatica induzidas pela HIA,
provavelmente por interacdes excitatorias com os neurénios pré-motores
simpaticos do RVLM (Moreira et al., 2006; Molkov et al., 2011).
Contudo, ndo podemos eliminar a hip6tese de que o aumento da
atividade inspiratoria na HIA também possa contribuir para 0 aumento
da atividade simpatica e da PA desses animais — uma vez que atividade
inspiratoria também exerce um efeito modulador excitatério sobre os
neurdnios geradores da atividade simpatica (Baekey et al., 2010;
Molkov et al., 2011). Nesse sentido Dick et al. (2007) e Xing e
Pilowsky (2010) demonstraram que a HIA, em animais anestesiados e
vagotomizados, promove aumento significativo da atividade simpética.

Em conjunto, os dados aqui apresentados demonstram que a HIA
é um estimulo capaz de induzir alteracdes cardiorrespiratdrias em ratos
anestesiados e ndo anestesiados. Destacamos ainda que além das
alteracdes ja descritas em animais anestesiados e vagotomizados, como,
por exemplo, a facilitacdo das atividades inspiratéria e simpatica,
mostramos, de forma inédita, que a HIA também promove a geragao do
processo de expiracdo ativa e na manutencdo desta atividade por no
minimo 1 h ap6s HIA. Tal modificacdo do padrdo respiratério, com
recrutamento ABD, parece contribuir para elevagdo dos niveis de PAM
e de atividade simpéatica. Em adicdo, mostramos que esta atividade
expiratoria ativa, apos a HIA, a qual pode contribuir para o aumento da
PAM, é dependente da atividade dos neurdnios do RTN.
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52 ALTERAC@ES~RESPIRATORIAS INDUZIDAS POR
MICROINJECOES 5-HT RTN.

Evidencias recentes demonstram importante contribuicdo dos
receptores serotoninérgicos nas alteracfes a longo prazo da atividade
respiratoria, induzidas pela HI (Pavlinac Dodig et al., 2012; Pavlinac et
al, 2011; Hoffman & Mitchell, 2011). Valic et al., (2010) demonstrou
em ratos anestesiados e vagotomizados que o antagonismo do receptores
serotoninérgicos do nicleo da Rafe, mediante microinjecdo de
metisergida preveniu o LTF do nervo frénico, ap6s a HIA (5 episodios
de 3 min com 9% O2 e isocapnico, intercalado com 5 min hiperoxia).
Em contrapartida, a ativagdo episodica/intermitente (3 microinjecdes de
5-HT ou agonistas 5-HT2A ou 5-HT2B, a cada 5 min), mas ndo Unica,
dos receptores serotoninérgicos do nucleo motor do frénico de ratos
anestesiados é capaz de induzir o LTF do nervo frénico, de modo
semelhante a HIA (MacFarlane & Mitchell, 2009; MacFarlane, Vinit &
Mitchell, 2011). Tais estudos sugerem que a natureza intermitente, e ndo
Unica, da ativacdo dos receptores serotoninérgicos & essencial para a
geracdo do LTF respiratério. Contudo, estes trabalhos exploraram
apenas as alteracdes respiratorias relacionadas a atividade inspiratdria,
por meio dos registros dos nervos frénico ou hipoglosso. Nao ha estudos
na literatura demonstrando o envolvimento dos receptores
serotoninérgicos com as alteragfes de cunho expiratério, em especial,
com a geragao do padréo de expiragdo ativa.

Estudos recentes, conduzidos em prepara¢des in vitro, mostram
gue a 5-HT apresenta um efeito excitatorio sobre a atividade dos
neurbnios do RTN (Mulkey et al., 2007; Hawryluk et al., 2012). No
presente estudo, verificamos que microinjecdes de 5-HT no RTN de
ratos anestesiados promoveram respostas prolongadas de aumento da
atividade motora inspiratéria e expiratoria, de forma semelhante aos
animais anestesiados expostos a HIA. Entretanto, tais respostas foram
dependentes da forma de administracdo de 5-HT no RTN. Microinjecdes
intermitentes de 5-HT no RTN (3 microinje¢des bilaterais, com 5 min de
intervalo) foram capazes de promover um aumento sustentado e
significativo da atividade motora ABD, que persistiu por pelo menos 1
h. Houve também discreto aumento na PAM, porém menos persistente.
Diferentemente de MI intermitentes de 5-HT, microinjeces bilaterais e
Unicas de 5-HT (ImM) promoveram modesto mas persistente aumento
da amplitude DIA, sem alterar atividade ABD ou parametros
cardiovasculares. Estes achados podem sugerir que as alteragdes no
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padrao respiratorio basal, com a geracdo do padréo de expiracdo ativa, €
nos parametros cardiovasculares, de forma semelhante aquelas
observadas ap6s a HIA, envolva a participacdo dos mecanismos
serotoninérgicos ao nivel do RTN.

A 5-HT, por meio da ativacdo dos seus receptores, pode
promover aumento da atividade neuronal que parece estar associado a
fosforilacdo adicional dos receptores GIuR, ou ainda pela incorporagédo
de novos receptores GIuR, na membrana plasmatica (Morales et al.,
2006; Fortin et al., 2012). Portanto, considerando o papel do RTN na
quimiorrecepgdo central, podemos sugerir que a 5-HT promove aumento
na atividade dos neurdnios sensiveis ao CO2. No caso de Unica injecdo
de 5-HT, observamos aumento na amplitude do DIA, mas ndo do ABD.
Isso pode ser explicado pelas vias de interacdo entre 0 RTN e 0 VRG
(grupo respiratério ventral) (Tan et al., 2010; Ptak et al., 2009). Ha
evidéncias de comunicacdo do RTN para neurdnios inspiratorios do
VRG, incluindo o préBotC e o rVRG (Bochorishvili et al., 2012).
Portanto, microinjecdo Unica de 5-HT no RTN aumenta a atividade dos
neurdnios quimiossensiveis desta regido, acarretando em um maior drive
excitatorio para 0s neurdnios inspiratorios. Contudo, tal sensibilizacdo
dos quimiorreceptores centrais ndo foi suficiente para promover uma
facilitagdo significativa das respostas reflexas a hipercapnia. Da mesma
forma, tal sensibilizagdo dos quimiorreceptores centrais apos
microinjecdo Unica de 5-HT no RTN né&o foi suficiente em promover um
aumento significativo da atividade ABD, uma vez que 0s neurbnios do
RTN que controlam a expiragdo estdo sob o controle de um tdnus
inibitério ténico (Pagliardini et al., 2011; Molkov et al., 2010). Por
outro lado, quando realizado microinjecdo intermitente de 5-HT no
RTN, a sensibilizacdo dos quimiorreceptores centrais foi de maior
magnitude e promoveu aumento significativo da atividade motora ABD
e a potencializacdo das respostas respiratorias reflexas a hipercapnia,
exemplificado na figura 30. Assim, quando o tdnus inibitério tonico
sobre 0 RTN foi reduzido, pela vagotomia, 0 aumento da atividade ABD
foi ainda maior, ao ponto que houve inibicdo da amplitude do DIA,
muito provavelmente por consequéncia das interagdes inibitdrias que
existem entre 0s neurdnios inspiratérios e expiratorios (Molkov et al.,
2010).

Estes dados demonstram que, a ativagdo, quando realizada de
forma intermitente e ndo Unica dos receptores serotoninérgicos ao nivel
do RTN, exerce recrutamento adicional da musculatura respiratoria, que
parece estar diretamente relacionada com maior sensibilizagdo dos
neurdnios responsaveis pela quimiorrecepcdo (Hawryluk et al., 2012),
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em animais anestesiados. Neste sentido, sugerimos que alteragGes
induzidas pela ativagdo dos receptores serotoninérgicos, ao nivel do
RTN, estejam diretamente relacionadas com a modificacdo nos niveis de
deteccdo ao CO2/pH efou facilitagdo da neurotransmisséo
glutamatérgicas, seja por fosforilagdo adicional ou incorporagdo de
receptores armazenados em vesiculas citoplasmaticas para a membrana
celular; que, por conseguinte, acarretam na ativacdo adicional dos
neurdnios expiratorios relacionados com a atividade expiratoria ativa e,
provavelmente, sobre a atividade simpatica também.

Evidéncias experimentais demonstram que a ativacdo de vias de
sinalizacdo da proteina Gq, induzidas pela ativacdo de receptores
serotoninérgicos, tais como 0 5-HT1A e 5-HT2A, promove aumento na
atividade da proteina cinase C (PKC), a qual, por sua vez, induziria a
sintese e liberagdo do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)
(Kinkead & Mitchell, 1999; Pavlinac et al., 2011; Hoffman & Mitchell,
2013). Hoffman et al (2012) acrescentam que este BDNF, sintetizado e
liberado pela ativacdo do receptor serotoninérgico, ligando-se em
receptores da tirosina-quinase (TrkB), induziria a fosforilagdo da cinase
regulada por sinal extracelular (pERK) e estaria diretamente relacionada
ao LTF respiratdrio durante a HI. Contudo, estudos mostram que a
ativacdo de proteinas Gs (estimulatorio), as quais podem ser induzidas
pela ativacdo dos receptores serotoninérgico do tipo 7 (5-HT7R)
(Hoffman & Mitchell, 2011) e receptor adenosina do tipo 2A (A2AR —
mecanismo independente da ativagdo serotoninérgica) (Golder et al.,
2008; Nichols, Dale & Mitchell, 2012), promove a ativacdo da proteina
cinase A (PKA) que estimularia o receptor TrkB, este ainda imaturo, a
fosforilar a proteina cinase B (pAkt) (Pamenter & Powell, 2013). Por
conseguinte, tanto a pERK, como também a pAkt, induzidas pelas
proteinas Gq e Gs, respectivamente, acarretariam na fosforilacdo dos
receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDAR), nos
neurénios pos-sinapticos, os quais, contribuiriam para o aumento das
respostas excitatérias induzidas pelo glutamato (Devinney et al., 2013;
Pamenter & Powell, 2013). Adicionalmente, estudos demonstram que a
ativacdo da proteina Akt também esta relacionado com a translocagéo de
receptores glutamatérgicos do tipo AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-metil-
5-4-isoxazolpropidnico), presentes em vesiculas, para superficie da
membrana neuronal pés sindptica (Morales et al., 2006; Fortin et al.,
2012; Tsai et al., 2013; Lee et al., 2013). Neste sentido, sugerimos que a
ativacdo de vias de sinalizacdo mediadas pela ativagdo dos receptores
serotoninérgicos, durante a HIA, ao nivel do RTN, promova fosforilagéo
adicional ou incorporagdo de receptores glutamatérgicos na membrana
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celular, contribuindo para uma facilitagdo das respostas quimiorreflexas
evocadas pelos neurbnios quimiossensiveis do RTN.

Afim de melhor elucidar os efeitos da 5-HT sobre o controle da
atividade motora expiratdria, realizamos as injecBes desse agonista no
RTN em uma condicdo de diminuicdo do drive inibitorio sobre esse
nicleo. Para tanto, realizados as microinjeces em animais
vagotomizados, eliminado dessa forma o0 processamento das
informac®es inibitdrias oriundas dos receptores de estiramento pulmonar
(reflexo de Hering-Breuer; Aleksandrov et al., 2009; Leiter & Manning,
2010; Burke et al., 2010). A seccdo do nervo vago revelou aumento da
atividade motora inspiratoria DIA, porém, sem alterar o estado basal da
atividade motora ABD. Este aumento da atividade DIA esteve
diretamente associado ao aumento do TI, contribuindo para a reducéo da
FR, e também para o aumento do fluxo inspiratério. Com relacdo a
atividade expiratoria, 0s animais anestesiados e vagotomizados
apresentaram um aumento do fluxo expiratério e do TE, que ndo
estiveram relacionados a atividade motora expiratéria. Estes dados
mostram que as informacgOes aferentes vagais, provavelmente oriundas
dos receptores de estiramento muscular, ndo influenciam no
processamento da atividade motora ABD basal e sim no aumento DIA,
conforme descrito anteriormente (Marek, Muckenhoff & Prabhakar,
2008).

Como sequéncia, nossos dados com animais anestesiados
mostram que a ativacdo dos receptores serotoninérgicos, realizadas por
microinjecdes intermitentes de 5-HT ao nivel do RTN promove aumento
expressivo sobre a atividade motora expiratdria basal em ratos
vagotomizados. Interessantemente, a ativacdo dos receptores
serotoninérgicos de forma intermitente promoveu aumento no
recrutamento ABD, com expiracdo ativa, de aproximadamente 50%
superior aquele observado em animais que receberam microinjecfes
intermitentes de 5-HT, mas com o nervo vago intacto. Paralelamente,
nestes animais anestesiados e vagotomizados, a amplificacdo da
atividade ABD promoveu consideravel reducdo na amplitude da
contragdo DIA. Parte desta manifestacdo pode ser explicada pela
mecanica respiratoria, em que durante os esforgos expiratérios ocorre
ativacdo dos musculos abdominais produzindo aumento da pressao
interna abdominal e deslocando o diafragma para dentro do torax;
gerando aumento adicional da pressdo pleural e limitando a amplitude
de contracdo do DIA (De Troyer & Boriek, 2011). Por outro lado,
evidencias obtidas em preparagdes in situ mostram que a inibi¢do do
RTN com injecdo de muscimol amplifica a resposta inspiratéria do
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nervo frénico a hipoxia. (Moraes et al., 2012). Neste sentido, propomos
que a informacédo aferente vagal, provavelmente, advinda dos receptores
de estiramento pulmonar, apresente atividade inibitéria sobre os
neurbnios do RTN, provavelmente por ativacdo dos neurbnios pos-
inspiratérios do BOtC, ou por ativacdo dos neurdnios respiratorios da
porcdo dorsolateral da ponte (Mérschel & Dutschmann, 2009). Néo
obstante, a ativagcdo dos receptores serotoninérgicos no RTN, em ratos
anestesiados e vagotomizados respirando espontaneamente, parece de
fato exercer uma acdo facilitadora/sensibilizadora dos neur6nios do
RTN, promovendo a geracdo do padrdo de expiragdo ativa em condic¢des
basais.

Semelhante as microinjegdes de 5HT no RTN, a vagotomia
também potencializou as respostas expiratdrias a hipercapnia (7 e 10%
C02), bem como a hipdxia (7% 02). Além disto, neste experimento
também foi evidenciado uma amplificacdo das respostas de aumento do
VC, decorrente do maior fluxo inspiratério e expiratorio, e da reducdo
da resposta de taquipnéia a hipdxia. Esta elevada atividade motora ABD
em resposta a hipdxia e hipercapnia apds a vagotomia sugere que tais
informacBes aferentes vagais exercam um papel inibitério no
processamento das respostas respiratérias, em especial, pela atividade
expiratoria. Tal efeito inibitério das informacGes aferentes vagais sobre
a geracdo da expiracdo ativa ndo parece ser seletivo as vias ativadas pela
5-HT, mas sim ocorrer de uma forma ampla sobre o0s neurénios
expiratorios do RTN.

Neste sentido, os resultados aqui apresentados mostram que a 5-
HT parece ser um importante neuromodulador da atividade dos
neurbnios do RTN capaz de induzir alteragBes respiratorias em ratos
anestesiados. Tal alteracdo do padrdo respiratério basal foi observado
pelo recrutamento da musculatura abdominal durante a fase expiratoria,
condizente com o processo de expiracdo ativa. Além disso,
demonstramos que esta alteracdo na atividade dos neurdnios do RTN,
provavelmente dos quimiossensiveis, contribuiu para amplificacdo das
respostas respiratérias evocadas pela exposicdo ao estimulo
hipercapnico. Destacamos ainda que este perfil facilitador/sensibilizador
da 5-HT sobre os neurbnios do RTN foi potencializado apds a remogéo
das aferéncias vagais pela vagotomia. Por conseguinte, tais informacdes
vagais contribuem de forma negativa sobre o processamento das
respostas expiratdrias durante hipdxia e hipercapnia.
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5.3 POSSIVEL ) PARTICIPACAO DOS MECANISMOS
SEROTONINERGICOS DO RTN/PFRG NAS ALTERACOES
CARDIORRESPIRTATORIAS INDUZIDAS PELA HIA

Considerando que o RTN apresenta funcéo essencial na geracdo
da atividade motora expiratoria em resposta a HIA, e que a ativacdo
intermitente dos mecanismos serotoninérgicos do RTN promove
aumento na atividade ABD, semelhante aquele observado em ratos HIA,
sugerimos a possibilidade de que mecanismos serotoninérgicos do RTN
estejam ativados durante a HIA, tal fato contribuiria, pelo menos em
parte para a geracdo do padrdo de expiracdo ativa nesses animais.
Infelizmente, ndo realizamos experimentos com antagonistas dos
receptores serotoninérgicos que nos permitam fundamentar tal hipétese.
Contudo, algumas evidéncias experimentais dao suporte a tal
possibilidade.

Ja se tem descrito que as alteracBes respiratorias induzidas pela
HIA, pelo menos sobre o LTF da atividade motora do nervo frénico
(Baker et al., 2001; Fuller et al., 2002; Devinney et al., 2013) ou nervo
hipoglosso (MacFarlane et al., 2008), sdo dependentes da ativacdo de
mecanismos serotoninérgicos (Herman et al., 1999; Ling et al., 2001;
Bach & Mitchell, 1996). A constatacdo desta informacdo procede de
experimentos realizados com o bloqueio sistémico dos receptores
serotoninérgicos, por meio de injecdo i.p. de metisergida (antagonista
serotoninérgico) e preveniu as alteragBes respiratéria induzidas pela
exposicdo a HIA (Mahamed & Mitchell, 2008; Valic et al., 2010),
indicando a importante participacéo destes receptores na HIA.

Os neurdnios dos nucleos da Rafe sdo considerados os principais
secretores de 5-HT para todo o cérebro e sdo caracterizados por
expressarem o fator de transcricdo Pet-1 ETS (expresso somente em
neurdnios serotoninérgicos) (Hendricks et al., 1999; Hendricks et al.,
2003). Evidencias recentes demonstram que estes neur6nios dos ndcleos
da Rafe apresentam atividade intrinseca de quimiorrecepcdo e sdo
capazes de detectar alteracdes de CO2 (Guyenet, Stornetta & Bayliss,
2010; Gdovin et al., 2010; Depuy et al., 2011) no sangue arterial, e
promover respostas ventilatérias e cardiovasculares apropriadas, a fim
de manter a homeostase (Corcoran et al., 2009). Ademais, estdo
relacionados com a ritmogenese da respiracdo (Gdovin et al., 2010) e
termogénese (da Silva et al., 2013). Toda via, parece fazer sentido que
0s neurdnios do ndcleo da rafe sejam quimiorreceptores haja vista que
apresentam projecGes para diversas outras areas do sistema nervoso
central também envolvidas com quimiorrecepgdo, como por exemplo,
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RTN, nucleo cerlleos, NTS, hipotalamo lateral e cerebelo (Corcoran et
al., 2009).

Toda via, 0s neurdnios dos nicleos da rafe também parecem
responder a HIA, haja visto que experimentos de Erickson & Millhorn
(1991) demonstraram que apds a eletroestimulacdo do corpusculo
carotideo, mimetizando uma situacdo de hipoxemia, resultou em forte
marcacdo de c-fos (indicador indireto de atividade neuronal) em
neurdnios serotoninérgicos ao nivel do ndcleo da rafe, em ratos
anestesiados. Levando em consideracdo que 0s nucleos da rafe também
enviam projecdes para 0s neurdnios do RTN, sugerimos que: 1) durante
o estimulo hipdxico ou hipercapnico neurdnios serotoninérgicos da rafe
secretem 5-HT no RTN; 2) esta serotonina liberada apresenta
inicialmente uma resposta excitatéria, e posteriormente, modificacdes
celular contribuiriam para uma facilitacdo/sensibilizacdo das respostas
guimiorreflexas desempenhadas por estes neurdnios; 3) contudo, tais
modifica¢cBes acarretariam no surgimento de expiracdo ativa em
condi¢des basais, conforme observado em animais expostos a HIA.
Portanto, como mencionado anteriormente, estudos adicionais ainda s&o
necessarios para elucidar a funcdo da 5HT no RTN no cenario da HIA.
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Figura 30. Esquema hipotético da facilitagdo/sensibilizacdo das
respostas motoras expiratorias e simpaticas desempenhadas pelos neurdnios do
nlcleo retrotrapezoide (RTN) durante a hipdxia intermitente aguda (HIA).
Sugerimos que durante a exposicdo a HIA, neurdnios serotoninérgicos
(provavelmente dos nlcleos da Rafe) séo estimulados a liberar serotonina (5-
HT) para as diversas areas relacionadas a quimiorrecepgao central, que incluem
0 RTN. No RTN, a ativagdo da via de sinalizacdo dos receptores
serotoninérgicos promova fosforilacdo adicional ou também a translocacdo de
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receptores glutamatérgicos (presentes em vesiculas) para a membrana celular.
Por conseguinte, este incremento dos receptores glutamatérgicos promova uma
facilitacdo/sensibilizacdo das respostas quimiorreflexas [simpato-excitagdo e
recrutamento motor expiratério (expiracdo ativa)] ou alteragdo nos niveis de
deteccdo de CO2 desempenhadas pelos neur6nios do RTN (provavelmente dos
quimiossensiveis). Dessa forma, contribuindo para aumento das atividades
expiratéria ativa e simpatica em condigdes basais.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados concluimos que a exposicdo a HIA
promove alteragfes significativas no padrédo respiratorio e nos niveis de
PA. Tais alteragdes do padrdo respiratorio incluem modificacdo no
padrdo expiratério, com a geracdo do padrdo de expiracdo ativa;
enquanto que o aumento da PA parece estar correlacionado ao aumento
da atividade simpatica para 0s vasos sanguineos. Essas modificacbes
respiratorias e cardiovasculares ocorrem de forma acoplada e o RTN
parece ter funcdo chave nessa integracdo simpatico-expiratoria.
Ademais, a 5-HT agindo de forma intermitente sobre os neurbnios do
RTN parece promover facilitagdo das respostas respiratorias a
hipercapnia e a geragdo do padrdo de expiracdo ativa em condigdes
basais, de forma semelhante aquela observada em ratos expostos a HIA.
Tais evidéncias nos permitem considerar a hip6tese de que o0s
mecanismos serotoninérgicos do RTN podem ser importantes para a
geracdo do padrdo de expiragdo ativa em resposta a HIA.
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