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1. INTRODUÇÃO GERAL 

A atividade motora respiratória que ocorre momento a momento é fundamental 

para manutenção da vida, ocorrendo automaticamente com o objetivo de manter os 

níveis de oxigênio e dióxido de carbono ideais nos tecidos para o funcionamento 

adequado do organismo (SMITH, 2022). A geração da atividade motora respiratória 

depende da interação de uma rede neuronal rítmica localizada no tronco cerebral e 

na medula espinhal, chamada de gerador central do padrão respiratório (DEL 

NEGRO; FUNK; FELDMAN, 2018) 

Observe na Figura 1 que o padrão respiratório eupneico de mamíferos em 

repouso é dividido em três fases: inspiração (Insp), pós-inspiração (post-I) e segunda 

fase da expiração (E2). Em condições de repouso o ciclo respiratório apresenta uma 

fase inspiratória ativa, a qual ocorre a contração de vários músculos respiratórios, tais 

como o diafragma, genioglosso e cricoaritenóideo posterior, controlados pelos nervos 

frênico (PN), hipoglosso (HN), laríngeo recorrente (RLN), respectivamente. A 

contração do diafragma provoca expansão da caixa torácica e consequente inflação 

dos pulmões para permitir a troca gasosa, enquanto que a contração dos dois outros 

músculos reduz a resistência e previne a obstrução das vias aéreas superiores 

durante a inspiração (BRANCATISANO; DODD; ENGEL, 1991). A fase inspiratória 

ativa ocorre sob o controle do oscilador inspiratório localizado no complexo 

preBötzinger (preBötC) (SMITH et al., 1991). Em seguida, ocorre a post-I, 

caracterizada pela contração dos músculos cricoaritenóideo lateral e tireoaritenóideo, 

controlados pelo RLN, provocando a adução parcial da glote a fim de prolongar a 

duração da troca gasosa por meio do controle da taxa de esvaziamento pulmonar 

(DUTSCHMANN et al., 2014; PATON; DUTSCHMANN, 2002). A post-I ocorre sob o 

controle do Grupo Respiratório Pontino (DUTSCHMANN; DICK, 2012; POON; SONG, 

2014), apesar de evidências recentes, e ainda iniciais, apontarem a possível 

participação de neurônios localizados no Complexo Pós-Inspiratório (PiCo - 

(ANDERSON et al., 2016; HUFF et al., 2023).  

A expiração é um processo passivo do ponto de vista da mecânica da caixa 

torácica, com baixa ou ausente atividade dos músculos abdominais e intercostais 

internos em condições basais (JENKIN; MILSOM, 2014). Com o aumento da demanda 

respiratória, ocorre o aumento da atividade  dos músculos expiratórios, principalmente 

da região abdominal, e a E2 torna-se ativa – expiração ativa (AE; ABDALA et al., 
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2009b; ABRAHAM et al., 2002; MORAES et al., 2012) . A AE é um mecanismo 

compensatório essencial para aumentar a ventilação, recrutando o volume de reserva 

expiratório, aumentando o volume corrente e a frequência respiratória (JENKIN; 

MILSOM, 2014). Embora os mecanismos envolvidos ainda estejam sob investigação, 

evidências suportam que um grupo de neurônios localizados na região parafacial 

lateral (pFL), adjacente ao núcleo motor facial, é importante para gerar o padrão motor 

expiratório ativo (FORTUNA et al., 2008; JANCZEWSKI et al., 2002; ONIMARU; 

HOMMA, 2003; PAGLIARDINI et al., 2011). 
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Figura 1. Padrão respiratório de ratos e os núcleos respiratórios do tronco encefálico. Registros 
integrados e originais da atividade do nervo laríngeo recorrente (RLN), nervo hipoglosso (HN), nervo 
abdominal (AbN) e nervo frênico (PN) de preparações in situ de ratos jovens em condições basais (A) 
e em condições de hipercapnia (B), mostrando as três fases do ciclo respiratório: inspiração (Insp, em 
azul), pós-inspiração (post-I, em rosa) e segunda fase da expiração (E2, em verde). Observe a 
presença da atividade motora elevada no final da E2 no AbN - expiração ativa (AE) - durante a 
hipercapnia. (C) Representação esquemática de um corte sagital do tronco encefálico de rato contendo 
as regiões envolvidas na geração central do padrão respiratório. Os núcleos envolvidos com a geração 
da Insp (Complexo preBötzinger – preBötC), post-I (Kölliker-Fuse - KF e Complexo Pós-Inspiratório – 
PiCo) e a AE (região parafacial lateral – pFL) estão destacados em azul, rosa e verde, respectivamente 
(ABDALA et al., 2009b; ANDERSON et al., 2016; DUTSCHMANN; DICK, 2012; HUFF et al., 2023; 
JANCZEWSKI; FELDMAN, 2006; PAGLIARDINI et al., 2011; POON; SONG, 2014; SMITH et al., 1991). 
BötC: Complexo Bötzinger, cVRG: Grupo respiratório ventral caudal, NA: Núcleo Ambíguos, NTS: 
Núcleo do Trato Solitário, PB: Núcleo Parabraquial, pFV/RTN: Região parafacial ventral/Núcleo 
Retrotrapezóide, rVRG: Grupo respiratório ventral rostral, VII: Núcleo motor facial, XII: Núcleo 
Hipoglosso.  
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1.1. Região parafacial lateral 

Transecções caudais ao núcleo motor facial, onde localiza-se a região pFL, 

foram capazes de abolir a AE, mas não a inspiração, em ratos adultos anestesiados 

e em preparações in situ de ratos jovens/adultos, reforçando a hipótese de que essa 

região contém um oscilador expiratório acoplado ao preBötC. (ABDALA et al., 2009b; 

JANCZEWSKI; FELDMAN, 2006). Adicionalmente, Abdala e colaboradores (2009) 

investigaram a atividade neural gerada durante a expiração em ratos jovens/adultos. 

Esses autores observaram que neurônios da região pFL de ratos jovens/adultos 

eram silentes em condições basais e tornavam-se ritmicamente ativos em condições 

de hipercapnia somente no final da E2, simultaneamente à atividade do nervo 

abdominal (AbN).  

A desinibição farmacológica ou fotoestimulação da região pFL de ratos 

jovens/adultos anestesiados em condições basais também induziu a AE, observada 

pelo aumento da atividade dos músculos abdominais, bem como no aumento do 

volume corrente (PAGLIARDINI et al., 2011). Adicionalmente, Pagliardini e 

colaboradores (2011) observaram atividade rítmica expiratória em neurônios da 

região pFL durante normocapnia somente após a desinibição farmacológica ou 

fotoestimulação dessa região. Com esses resultados, esses autores reforçaram a 

contribuição da região pFL na geração da AE e levantaram a hipótese de que a 

inibição sináptica da região pFL suprime a AE em condições de repouso. 

Em 2017, observou-se que o bloqueio da excitação sináptica na região pFL 

durante condições de hipercapnia não foi capaz de abolir a AE de preparações in 

situ de ratos jovens/adultos (DE BRITTO; MORAES, 2017). Por outro lado, De Britto 

e Moraes (2017) observaram que a ativação dos receptores GABAérgicos e 

glicinérgicos dos neurônios da região pFL foi capaz de abolir a AE, e a atividade 

expiratória rítmica dos neurônios dessa região, evocadas pela hipercapnia. Com 

esses dados, esses autores sugeriram que a geração da AE em condições de 

hipercapnia depende da desinibição, e não da excitação glutamatérgica, da região 

pFL. 

Ratos expostos à hipóxia crônica intermitente (CIH) por 10 dias apresentam 

hipertensão arterial, bem como AE simultânea ao aumento da atividade do nervo 

simpático (ABDALA et al., 2009a; ZOCCAL et al., 2008; ZOCCAL; PATON; 

MACHADO, 2009). Adicionalmente, neurônios expiratórios da região pFL de 
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preparações in situ de ratos jovens/adultos expostos à CIH apresentam atividade 

rítmica expiratória em condições de normocapnia associada à AE e atividade 

expiratória do nervo simpático (MACHADO; ZOCCAL; MORAES, 2017; MORAES; 

ZOCCAL; MACHADO, 2012c). De maneira similar, a ativação aguda dos 

quimiorreceptores periféricos  é capaz de recrutar neurônios expiratórios da região 

pFL, simultaneamente à geração da AE e aumentos da atividade simpática 

(MORAES et al., 2012). Moraes e colaboradores (2012) observaram que a inibição 

da região pFL aboliu a atividade expiratória motora evocada pelo quimiorreceptores 

periféricos. Neste sentido, neurônios expiratórios da região pFL também estão 

envolvidos na geração da AE, e na modulação da atividade simpática, em condições 

de hipóxia. 

Apesar desses achados, ainda não é totalmente estabelecido quais os 

mecanismos eletrofisiológicos envolvidos na geração da atividade expiratória desses 

neurônios. Além disso, não se sabe se esses neurônios respondem à hipercapnia 

por serem intrinsecamente sensíveis à CO2/H+. Por fim, o conhecimento a respeito 

de como esses neurônios podem modular a função autonômica simpática e a função 

cardiovascular também não é totalmente estabelecida. Dessa forma, essa Tese 

justifica-se na importância de investigar o fenótipo, as conexões e os mecanismos 

celulares relacionados a geração da atividade expiratória pelos neurônios da região 

pFL, bem como, se eles possuem propriedades intrínsecas de burst e sensibilidade 

ao CO2/[H+] e a sua contribuição na modulação da função autonômica simpática e 

função cardiovascular de ratos. 
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Capítulo II 

Características eletrofisiológicas e moleculares dos neurônios 

expiratórios da região parafacial lateral 
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RESUMO 

MAGALHÃES, Karolyne Silva. Neurônios da Região parafacial lateral: 
características eletrofisiológicas, geração da expiração ativa e modulação da 
atividade simpática e função cardiovascular. Capítulo II: Características 
eletrofisiológicas e moleculares dos neurônios expiratórios da região parafacial lateral. 
217 p. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Ribeirão Preto, 
2023. 
 
A expiração ativa (AE) é essencial para aumentar a ventilação pulmonar durante 
aumento da demanda respiratória (hipercapnia). Uma série de estudos demonstraram 
que a região parafacial lateral (pFL), que contém neurônios expiratórios, controla a 
atividade dos músculos abdominais durante a AE em resposta à hipercapnia. 
Entretanto, as propriedades eletrofisiológicas e os mecanismos sinápticos que 
determinam a atividade dos neurônios expiratórios da região pFL, bem como as 
condições específicas para sua atividade não são totalmente compreendidas. 
Utilizando técnicas de whole-cell patch clamp e qRT-PCR de uma única célula, nós 
descrevemos as propriedades eletrofisiológicas intrínsecas, o fenótipo e a 
transmissão sináptica relacionadas a respiração em neurônios expiratórios da região 
pFL, bem como os mecanismos para a expressão da sua atividade expiratória em 
condições de AE induzida por hipercapnia, em preparações in situ de ratos jovens. 
Nós também avaliamos se esses neurônios possuem sensibilidade intrínseca ao 
CO2/[H+] e propriedades intrínsecas de geração de burst. A inibição GABAérgica e 
glicinérgica durante a inspiração e expiração suprimem a atividade dos neurônios 
glutamatérgicos expiratórios da região pFL em normocapnia. Em hipercapnia, esses 
neurônios escapam da inibição glicinérgica e geram bursts no final da expiração. 
Apresentamos evidencias da contribuição do rebote pós-inibitório, da isoforma CaV3.2 
de canais para Ca2+ do tipo T e da [Ca2+] intracelular. Propriedades intrínsecas de 
burst, mediadas por corrente persistente de Na+, sensibilidade ao CO2/[H+] ou 
expressão de canais iônicos/receptores sensíveis ao CO2/[H+] (TASK ou GPR4) não 
foram observados. Por outro lado, correntes mediadas pelos canais ativados por 
hiperpolarização ou nucleotídeo cíclico e canais de vazamento para K+ foram 
registradas. A desinibição pós-sináptica e as propriedades eletrofisiológicas 
intrínsecas dos neurônios glutamatérgicos desempenham papeis importantes na 
geração de oscilações expiratórias na região pFL durante a hipercapnia em ratos. 
 
Palavras-chaves: Região parafacial lateral. Inibição sináptica. Propriedades 
eletrofisiológicas intrínsecas. Condutâncias subliminares. Hipercapnia/acidose. 
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ABSTRACT 

MAGALHÃES, Karolyne Silva. Lateral parafacial region neurons: 
electrophysiological characteristics, active expiration generation and 
modulation of sympathetic activity and cardiovascular function. Chapter II: 
Electrophysiological characteristics and molecular profile of lateral parafacial region 
expiratory neurons. 217 p. Thesis (Doctorate) – School of Medine of Ribeirão Preto, 
Ribeirão Preto, 2023. 
 
Active expiration is essential to increase pulmonary ventilation during increased 
respiratory demand (hypercapnia). Several studies have shown that the lateral 
parafacial region (pFL), which contains expiratory neurons, controls the activity of the 
abdominal muscles during active expiration in response to hypercapnia. However, the 
electrophysiological properties and synaptic mechanisms that determine the activity of 
expiratory neurons in the pFL region, as well as the specific conditions for their activity, 
are not fully understood. Using whole-cell patch clamp and single-cell qRT-PCR 
techniques, we describe the intrinsic electrophysiological properties, phenotype and 
respiratory-related synaptic inputs to the expiratory neurons of the pFL region, as well 
as the mechanisms for the expression of their expiratory activity under conditions of 
hypercapnia-induced active expiration, in in situ preparations of young rats. We also 
evaluated whether these neurons have intrinsic CO2/[H+] sensitivity and intrinsic burst-
generating properties. GABAergic and glycinergic inhibition during inspiration and 
expiration suppress the activity of expiratory glutamatergic neurons in the pFL region 
in normocapnia. In hypercapnia, these neurons escape from glycinergic inhibition and 
generate bursts at the end of expiration. We present evidence of the contribution of 
post-inhibitory rebound, the CaV3.2 isoform of T-type Ca2+ channels and intracellular 
[Ca2+]. Intrinsic burst properties, mediated by persistent Na+ current, CO2/[H+] 
sensitivity or expression of CO2/[H+] sensitive ion channels/receptors (TASK or GPR4) 
were not observed. On the other hand, currents mediated by hyperpolarization-
activated or cyclic nucleotide-gated channels and leak channels for K+ were recorded. 
Postsynaptic disinhibition and the intrinsic electrophysiological properties of 
glutamatergic neurons play important roles in the generation of expiratory oscillations 
in the pFL region during hypercapnia in rats. 
 
Keywords: Lateral parafacial region. Synaptic inhibition. Intrinsic electrophysiological 
properties. Subliminal conductances. Hypercapnia/acidosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

O ciclo respiratório é gerado por uma rede neuronal localizada no tronco 

cerebral (DEL NEGRO; FUNK; FELDMAN, 2018; SMITH, 2022). Em 1991, utilizando 

fatias do bulbo de ratos neonatos, Smith e colaboradores identificaram oscilações 

rítmicas relacionadas à inspiração (Insp). Além disso, esses autores identificaram 

neurônios com propriedades de marca-passo em uma região identificada como 

preBötC, que passou a ser considerada a fonte primária da atividade rítmica 

inspiratória (SMITH et al., 1991).  

Outra região geradora de oscilações respiratórias na superfície ventral do 

bulbo foi localizada na região parafacial, próxima ao núcleo motor do facial, a qual 

foi inicialmente identificada em preparações do tronco cerebral-medula espinhal de 

camundongos no período embrionário (THOBY-BRISSON et al., 2009) e de ratos 

neonatos (ONIMARU; HOMMA, 2003).  

Uma série de hipóteses relacionadas ao papel fisiológico dessas oscilações 

tem sido debatida e incluem: (i) um oscilador inspiratório em animais pré-natais 

(parafacial embrionário – epF) e neonatos (grupo respiratório parafacial – pFRG) 

(ONIMARU; HOMMA, 2003; ONIMARU; KUMAGAWA; HOMMA, 2006; THOBY-

BRISSON et al., 2009), e; (ii) um gerador de ritmo expiratório independente, 

acoplado ao gerador de ritmo inspiratório localizado no preBötC de animais neonatos 

(JANCZEWSKI; FELDMAN, 2006). 

O padrão de atividade dos neurônios do epF e pFRG registrados in vitro é 

pré- e pós-inspiratório, sendo ativado antes e após a Insp (ONIMARU; ARATA; 

HOMMA, 1995; ONIMARU; IKEDA; KAWAKAMI, 2008; ONIMARU; KUMAGAWA; 

HOMMA, 2006; THOBY-BRISSON et al., 2009). Esses neurônios respiratórios 

ritmicamente ativos são sensíveis à variações dos níveis de dióxido de 

carbono/hidrogênio iônico (CO2/[H+]), expressam fator de transcrição Phox2b, o qual 

também é encontrado em neurônios quimiorreceptores respiratórios na superfície 

ventral do bulbo (ONIMARU; IKEDA; KAWAKAMI, 2008) e apresentam propriedades 

de atividade intrínseca dependente da corrente persistente de sódio (INaP) e 

correntes (Ih) mediadas por canais para cátion ativados por hiperpolarização e por 

nucleotídeo cíclico (HCN) (THOBY-BRISSON et al., 2009). Tem sido proposto que o 

epF/pFRG desenvolve-se no Núcleo Retrotrapezóide (RTN) em ratos jovens e 

adultos, que contém uma porção de neurônios sensíveis ao CO2/[H+] que expressam 



31 
 

Phox2b e são tonicamente ativos ou modulados pela respiração (GUYENET; 

BAYLISS, 2022). Os neurônios do pFRG e RTN expressam o transportador vesicular 

para glutamato (Vglut2), receptores para neurocinina-1, o neuropeptídio 

neuromedina B (Nmb), mas não expressam os marcadores para neurônios 

catecolaminérgicos, colinérgicos, GABAérgicos e glicinérgicos (GUYENET et al., 

2019; GUYENET; BAYLISS, 2015, 2022; ONIMARU; IKEDA; KAWAKAMI, 2008; SHI 

et al., 2017). Uma fração desses neurônios também apresenta sensores para 

CO2/[H+] que incluem expressão dos canais para K+ sensíveis à ácido tandem of P 

domains in a weak inwardly-rectifying K+ channel (TASK) e do receptor acoplado a 

proteína G ativado por H+ (GPR4) (GESTREAU et al., 2010; KUMAR et al., 2015; 

ONIMARU et al., 2014). Por fim, a ativação dos neurônios Phox2b do pFRG ou 

Phox2b/Nmb do RTN aumenta potencialmente a geração do ritmo respiratório e a 

ventilação pulmonar (ABBOTT et al., 2009; IKEDA et al., 2019), por meio do 

recrutamento da Insp e expiração ativa (AE) (SOUZA et al., 2020). Neste sentido, 

considerando essas características, e por estar localizado ventralmente ao núcleo 

motor facial, o RTN tem sido frequentemente chamado de região parafacial ventral 

em ratos jovens/adultos (pFV - HUCKSTEPP et al., 2015, 2016). 

Por outro lado, como dito anteriormente no Capítulo I, uma série de estudos 

demonstraram que a região pFL recruta os músculos abdominais expiratórios 

durante a AE para causar a expiração forçada em ratos jovens e adultos (PISANSKI; 

PAGLIARDINI, 2018; TAKAKURA; MALHEIROS-LIMA; MOREIRA, 2021). A 

ativação ou desinibição dessa região evoca AE, sem afetar a frequência respiratória 

ou com pequenos efeitos na mesma (BRITTO et al., 2020; DE BRITTO; MORAES, 

2017; HUCKSTEPP et al., 2016; PAGLIARDINI et al., 2011), sugerindo uma possível 

diferença funcional entre os neurônios do RTN/pFV e da região pFL. Apesar da 

presença de diferentes neurônios glutamatérgicos, GABAérgicos e glicinérgicos na 

região pFL (BIANCARDI et al., 2021), suas propriedades eletrofisiológicas e suas 

projeções no tronco cerebral permanecem pouco descritas. Estudos anteriores 

demonstraram que a região pFL contém uma população de neurônios que não 

expressa Phox2b (DE BRITTO; MORAES, 2017) e são silentes em condições de 

normocapnia, mas tornam-se ritmicamente ativos no final da expiração (neurônios 

expiratórios) e simultaneamente com a atividade abdominal durante hipercapnia, 

hipóxia ou desinibição local (ABDALA et al., 2009b; DE BRITTO; MORAES, 2017; 

MORAES et al., 2012; PAGLIARDINI et al., 2011). A inibição da região pFL elimina 
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tanto a atividade de neurônios expiratórios dessa região (DE BRITTO; MORAES, 

2017) como a AE durante condições de hipercapnia (ABDALA et al., 2009b; 

HUCKSTEPP et al., 2015), sugerindo que esses neurônios desempenham um papel 

importante na geração da AE e que são diferentes dos neurônios do RTN. Dessa 

forma, este capítulo se justifica na importância de investigar o fenótipo, as conexões 

e os mecanismos celulares relacionados a geração da atividade expiratória pelos 

neurônios da região pFL, bem como, se eles possuem propriedades intrínsecas de 

burst e sensibilidade ao CO2/[H+]. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar as características eletrofisiológicas, moleculares e as projeções dos 

neurônios expiratórios da região pFL necessários para a geração da AE.  

 

2.2. Objetivos específicos 

2.2.1. Identificar a localização, o fenótipo e projeções dos neurônios 

expiratórios da região pFL.  

2.2.2. Avaliar as trajetórias do potencial de membrana (Vm) dos neurônios 

expiratórios da região pFL em condições de normocapnia e hipercapnia.  

2.2.3. Avaliar a transmissão sináptica para neurônios expiratórios da região 

pFL em condições de normocapnia e hipercapnia.  

2.2.4. Investigar as propriedades eletrofisiológicas intrínsecas dos neurônios 

expiratórios da região pFL.  

2.2.5. Investigar as propriedades de membrana subliminares dos neurônios 

expiratórios da região pFL.  

2.2.6. Avaliar a contribuição da [Ca2+] intracelular na geração da atividade 

expiratória dos neurônios expiratórios da região pFL em condições de 

hipercapnia.  

2.2.7. Avaliar a sensibilidade intrínseca ao CO2/[H+] dos neurônios 

expiratórios da região pFL. 
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3. MÉTODOS 

3.1. Animais e aprovação ética 

  Utilizamos 71 ratos Wistar (4 semanas de idade) provenientes do Serviço de 

Biotério do Campus de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (USP), Brasil. 

O projeto foi submetido no seu conjunto ao Comitê de Ética em Experimentação 

Animal (CETEA – Protocolos 1/2016 e 3/2019) da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto/USP e foi aprovado. Os animais foram alojados com um ciclo de 

luz/escuridão de 12 h a uma temperatura constante (23 ± 2 °C) com acesso à comida 

de rato padrão e água ad libitum. 

 

3.2. Marcação retrógrada dos neurônios pré-motores abdominais 

  A projeção axonal dos neurônios expiratórios da região pFL para neurônios 

pré-motores abdominais foi avaliada. Para marcar neurônios pré-motores 

abdominais no Grupo Respiratório Ventral caudal (cVRG), três ratos receberam 

microinjeções do traçador retrógrado da subunidade B da toxina da cólera (CTB) 

conjugada com Alexa-Fluor 647 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) no corno 

ventral (motor) da medula espinhal torácica (T10-T12) onde localizam-se os 

motoneurônios abdominais (DA SILVA et al., 2019; MILLER, 1987). Essas 

microinjeções foram realizadas em ratos de três semanas de idade, uma semana 

antes dos registros dos neurônios expiratórios da região pFL. Os ratos foram 

profundamente anestesiados com Cetamina (75 mg.kg−1 i.p.) e Xilazina (5 mg.kg−1 

i.p.) (Agener União, São Paulo, SP, Brasil) e o grau de anestesia foi constantemente 

verificado por meio do pinçamento da cauda para análise de possíveis respostas 

reflexas. Utilizando técnicas assépticas, os ratos foram fixados em um aparato 

estereotáxico (David Kopf, Tujunga, CA, USA), e uma laminectomia foi realizada 

entre T10-T12 para expor a medula espinhal. Microinjeções da CTB (Picospritzer II; 

Parker Instruments, Hollis, NH, USA) foram realizadas unilateralmente (50 nL) 450 

μm lateral à linha média e 1000-1100 μm ventral à superfície dorsal. No final do 

procedimento cirúrgico, os ratos foram tratados com o analgésico e antipirético 

Flunixina (1 mg.kg-1; Banamine; Schering‐Plow, São Paulo, SP, Brasil) e 0.1 ml de 

antibiótico veterinário (1.200.0000 IU; Pentabiótico Veterinário; Fort Dodge, 

Campinas, Brasil) via injeções intramusculares. 
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3.3. Preparação in situ de ratos 

3.3.1. Procedimentos cirúrgicos 

  Os procedimentos foram baseados na descrição original da preparação 

coração-tronco cerebral isolados (PATON, 1996). Os ratos foram profundamente 

anestesiados com isoflurano (5%; Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda, 

São Paulo, Brasil). O grau de anestesia foi constantemente verificado por meio do 

pinçamento da cauda para análise de possíveis respostas reflexas. Nesse momento, 

os ratos foram seccionados abaixo do diafragma e a porção superior do corpo foi 

submergida em solução de Ringer gelada (4º C) (mM: NaCl, 125; NaHCO3, 24; KCl, 

3; CaCl2, 2.5; MgSO4, 1.25; KH2PO4, 1.25; glicose, 10). Os ratos foram 

descerebrados imediatamente no nível pré-colicular para torná-los insensíveis e 

inconscientes. A pele foi removida e a superfície ventral do tronco cerebral foi 

exposta para realização do registro em whole-cell patch clamp às cegas de 

neurônios expiratórios da região pFL e neurônios do RTN. Os corpúsculos carotídeos 

foram removidos bilateralmente para permitir a ativação exclusiva de 

quimiorreceptores centrais utilizando hipercapnia (veja a seguir), como previamente 

descrito (DE BRITTO; MORAES, 2017). Cianeto de potássio (0.05%, 50 μL i.a.; 

Merck, Darmstadt, Germany) foi utilizado para testar a ablação completa do 

quimiorreflexo periférico (ausência de ativação inspiratória). Todas as preparações 

foram perfundidas (bomba peristáltica; Watson‐Marlow, Falmouth, UK) com solução 

de Ringer, que foi constantemente aerada com 5% CO2 e 95% O2. A hipercapnia foi 

realizada aumentando o CO2 para 10% com 90% de O2, enquanto a hipocapnia foi 

realizada pela redução do CO2 para 1% com 99% de O2 utilizando um misturador de 

gases (Pegas 4000; Columbus Instruments, Columbus, OH, USA) e solução de 

perfusão de Ringer (tamponada com HCO3
-). Solução de perfusão tamponada com 

HEPES (in mM: NaCl, 140; KCl, 3; MgCl2, 2; CaCl2, 2.5; HEPES, 10; glicose, 10) foi 

usada para induzir acidose (pH 7.1) e alcalose (pH 8.1), pela adição de HCl ou NaOH 

respectivamente, a qual também foi aerada constantemente. Todas as soluções 

continham um agente oncótico (Polietileno glicol - PEG, 1.25%, Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, USA), bloqueador neuromuscular (Brometo de vecurônio 3-4 μg/mL, 

Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda) e foram mantidas aquecidas em 

31ºC, filtradas e recirculadas. 
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3.3.2 Aquisição dos dados eletrofisiológicos 

  A porção distal do PN esquerdo foi registrada usando um eletrodo bipolar de 

sucção (1700 amplifier; A-M Systems, Sequim, WA, USA) conectado a um 

micromanipulador (YOU-1; Narishige, Setagaya, Japan); sua atividade foi usada 

como índice para fase inspiratória. Registros em whole-cell patch clamp foram 

realizados para analisar a trajetória do (Vm), propriedades eletrofisiológicas, bem 

como a frequência e amplitude de correntes espontâneas pós-sinápticas excitatórias 

(sEPSCs) e inibitórias (sIPSCs) em neurônios expiratórios da região pFL. Registros 

em whole-cell patch clamp também foram realizados em neurônios do RTN para 

analisar seu potencial de membrana em repouso (RMP) e frequência de potenciais 

de ação. Os eletrodos (5.5-6.5 MΩ) foram preenchidos com quatro soluções de 

pipeta diferentes (em mM): (i) gluconato de potássio, 135; KCl, 10; MgCl2, 1; CaCl2, 

0.3; Hepes, 10; EGTA, 1; Na‐ATP, 2; Na‐GTP, 0.25 para registros de eventos 

sinápticos excitatórios, Vm, potenciais de ação, bem como correntes de vazamento 

e correntes ativadas por hiperpolarização; (ii) KCl, 145; MgCl2, 1; CaCl2, 0.3; Hepes, 

10; EGTA, 1; Na‐ATP, 2; Na‐GTP, 0.25 para registros de eventos sinápticos 

inibitórios; (iii) CsCl2, 110; TEA, 30; CaCl2, 2; EGTA, 5; MgCl2, 1; Na-ATP, 2; Na-

GTP, 0.25; Hepes, 10 para o registros de correntes de Ca2+, e; (iv) K4-BAPTA, 30; 

gluconato de potássio, 20; NaCl, 10; Hepes, 10; MgCl2, 2; sacarose, 50; Na-ATP, 2; 

Na-GTP, 0.25 para registros do Vm e potenciais de ação durante tamponamento do 

Ca2+ intracelular. As pipetas foram preenchidas com soluções intracelulares e 

biocitina 0.2% (Molecular Probes) para identificação da localização do soma dos 

neurônios expiratórios da região pFL e do RTN registrados. Não mais do que um 

neurônio em cada preparação in situ foi registrado/marcado por experimento. Nos 

experimentos envolvendo a identificação de projeções axonais dos neurônios da 

região pFL, a preparação foi mantida por mais três horas para permitir o transporte 

intracelular de biocitina para seus terminais antes da fixação (veja a seguir). Os 

eletrodos de registro foram posicionados na superfície ventral do bulbo usando um 

micromanipulador (PatchStar; Scientifica, Uckfield, UK) sobre controle visual 

(microscópio; Seiler, St Louis, MO, USA) utilizando pontos de referência na 

superfície (corpo trapezoide, artéria basilar e raízes do nervo hipoglosso). Neurônios 

expiratórios da região pFL foram identificados 0.3‐0.5 mm caudal ao corpo 

trapezoide, 2.2-2.7 mm lateral à linha média e 25–600 μm abaixo da superfície 

ventral, enquanto os neurônios do RTN foram identificados 0.4‐0.5 mm caudal ao 
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corpo trapezoide, 1.6-1.8 mm lateral à linha média e 10–400 μm abaixo da superfície 

ventral, como descrito previamente por nós (DE BRITTO; MORAES, 2017). 

  Os experimentos foram realizados, nos modos voltage (-70 mV) e current 

clamp (Axopatch‐200B; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). As sEPSCs foram 

isoladas pela aplicação local dos antagonistas dos receptores GABAA e glicinérgicos 

picrotoxina (30 μM; Sigma-Aldrich) e estricnina (1 μM; Sigma-Aldrich), 

respectivamente. As sIPSCs GABAérgicos foram isoladas pela aplicação local de 

uma solução contendo estricnina, 6-cyano-7-nitroquinoxaline- 2,3-dione (CNQX, 10 

μM; Sigma-Aldrich) e d-2-amino-5-phosphonovalerate (AP5, 20 μM; Sigma-Aldrich). 

As sIPSCs glicinérgicos foram isoladas pela aplicação local de uma solução 

contendo picrotoxina, CNQX e AP5. As drogas foram aplicadas localmente utilizando 

um anel de pressão perfurado localizado na superfície ventral do tronco cerebral na 

qual a membrana pial foi removida (RICHTER et al., 1996). 

  Canais HCN foram ativados utilizando uma série de pulsos de voltagem 

hiperpolarizantes (de -70 mV para -120 mV, em incrementos de 10 mV), enquanto 

os canais para Ca2+ do tipo T ativados por baixa voltagem (LVA) foram ativados 

utilizando pulsos de voltagem despolarizantes (de -80mV para 30mV, em 

incrementos de 10 mV) na presença de tetrodotoxina (TTX; 0.5 μM; Tocris 

Bioscience, Abingdon, UK), para bloquear canais para Na+
 dependentes de 

voltagem, o qual foi adicionado na solução de perfusão. Correntes de vazamento 

foram avaliadas utilizando rampas de voltagem lentas (30 mV/s; de -20 mV para -10 

mV) e isoladas farmacologicamente usando bloqueadores de canais para Ca2+ 

dependentes de voltagem (CdCl2 - 200 μM; Sigma-Aldrich) e canais para K+ 

dependentes de voltagem [(cloreto de amônio tetra hidratado: 10 mM; Sigma-Aldrich) 

(4-aminopiridina: 5 mM; Sigma-Aldrich)], bem como para canais HCN (ZD7288: 40 

μM; Tocris Bioscience) e canais para K+ retificadores de entrada (BaCl2 - 200 μM; 

Sigma-Aldrich). Essas drogas foram adicionadas a solução de perfusão. As 

propriedades eletrofisiológicas intrínsecas (veja a seguir) e a sensibilidade intrínseca 

ao CO2/[H+], bem como os canais HCN, canais para Ca2+ LVA do tipo T e de 

vazamento foram também avaliados na presença de bloqueadores da transmissão 

sináptica rápida na solução de perfusão (picrotoxina, estricnina, CNQX e AP5). O 

riluzole (20 μM; Tocris Bioscience) foi usado como bloqueador dos canais que 

medeiam a INaP, enquanto o NiCl2 (50 μM; Sigma-Aldrich) foi utilizado como 

bloqueador dos canais para Ca2+ LVA do tipo T e adicionados a solução de perfusão. 
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Todos os sinais foram amplificados, filtrados [(PN: band-pass filter – 300 Hz a 5 KHz) 

(neurônio: low pass filter - 2 KHz)] e adquiridos (frequência da amostragem - PN: 5 

KHz; neurônio: 10 KHz) com um conversor A/D (Digidata 1440A; Molecular Devices), 

usando o software de aquisição pClamp (Molecular Devices). 

 

3.3.3. Análise dos dados 

  Os dados foram analisados utilizando os softwares Clampfit (Molecular 

Devices), Mini Analisis (Synaptosoft Inc., Fort Lee, NJ, USA) e Origin (OriginLab; 

Northampton, MA, USA). A atividade do PN foi considerada como Insp. O tempo do 

intervalo entre as atividades consecutivas do PN foi considerado a fase expiratória, 

que foi dividida em dois seguimentos iguais: o primeiro, a pós-inspiração (post-I) e o 

segundo, a segunda fase da expiração (E2). As sEPSCs e sIPSCs, nas três fases 

do ciclo respiratório, foram analisadas para medida da sua frequência (Hz) e 

amplitude (pA). O Vm foi analisado nas três fases do ciclo respiratório. A relação 

corrente-voltagem da Ih foi determinada pela corrente medida durante o steady-state 

no final dos pulsos de voltagem hiperpolarizantes, enquanto a corrente de Ca2+ foi 

determinada no pico da corrente após o transiente capacitivo. A dependência de 

voltagem para ativação da corrente Ih foi obtida das correntes normalizadas e obtida 

pela equação: I/Imax=1/{1+exp[(Vm-V0.5)/k]}, onde V0.5 é a voltagem na metade da 

condutância máxima e k é o coeficiente angular (MORAES et al., 2013). A 

dependência de voltagem da ativação das correntes de Ca2+ foi estimada pela 

função de Boltzmann para a relação corrente-voltagem: I=Gmax+(Gmin-

Gmax)/{1+exp[(Vm-V0.5)/k]}(V-Vr), onde I representa o pico de corrente obtido em 

resposta a cada pulso de voltagem, Gmax é a condutância máxima, Gmin é a 

condutância mínima, Vm é a voltagem fixada, Vr é o potencial de reversão estimado, 

V0.5 é o valor de voltagem que representa metade da resposta na relação corrente-

voltagem e k é o coeficiente angular relacionado a dependência de voltagem do 

sistema (COSTA; VARANDA, 2007). A condutância de vazamento (gLeak) foi 

calculada pela regressão na porção linear da região passiva da relação corrente-

voltagem (-100 mV para -70 mV). O potencial de equilíbrio do K+ foi obtido pela 

equação de Nernst (HILLE, 2001): EK
+=-RT/zF.ln([K]O/[K]I), o qual gerou o valor de 

EK
+= -92.51 mV, para concentrações de K+ nas soluções de registro intracelular e 

extracelular ([K]I= 145 mM; [K]O= 4.25 mM). As propriedades eletrofisiológicas 

medidas foram: a) frequência de potenciais de ação; b) RMP; c) resistência de 
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entrada (Ri); d) amplitude da hiperpolarização pós-potencial (AHP); e) largura, limiar 

e amplitude do potencial de ação (AP), e; f) número de potenciais de ação em 

resposta a injeção de corrente despolarizante (2s). A RMP foi obtida utilizando um 

histograma cumulativo (largura de caixa de 0.5s) de registros do Vm de 30s (PIRES 

DA SILVA et al., 2016). O Ri foi calculado pelo coeficiente angular da regressão 

obtido em resposta a diferentes níveis de correntes hiperpolarizantes (2s). A 

amplitude do AP foi medida pela amplitude do pico do AP em relação ao liminar do 

AP, enquanto a metade da largura do AP foi medida como a largura do AP na metade 

da voltagem máxima. A AHP foi medida pela subtração do pico da amplitude da 

hiperpolarização após o AP do RMP. O limiar do AP foi obtido pelo plano de fase 

(PIRES DA SILVA et al., 2016). 

 

3.4. Reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qRT-PCR) 

de uma única célula 

  A solução de pipeta contendo o material citoplasmático dos neurônios 

registrados foi coletada da pipeta de registro e expelida em um eppendorf para 

realização do qRT-PCR. A solução foi colocada em um microtubo contendo um kit 

próprio (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA) para transcrição reversa em um termociclador (ProFlex PCR System; 

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A pré-amplificação do cDNA foi realizada 

utilizando o kit TaqMan PreAmp Master Mix Kit (Life Technologies) utilizando as 

seguintes sondas: Rn00584780_m1 (Vglut2), Rn00690300_m1 (descarboxilase do 

ácido glutâmico 67 - Gad67), Rn00561244_m1 (descarboxilase do ácido glutâmico 

65 - Gad65), Rn01475607_m1 (transportador de glicina 2 - Glyt2), Rn00562500_m1 

(tirosina hidroxilase - TH), Rn01453446_m1 (colina-O-acetiltransferase - ChAT), 

Rn01413076_mH (Phox2b), Rn01478123_m1 (Nmb), Rn00670384_m1 (HCN1), 

Rn01408572_mH (HCN2), Rn00586666_m1 (HCN3), Rn00572232_m1 (HCN4), 

Rn01505208_m1 (subunidade alpha 3.1 do canal para Ca2+ do tipo T ativado por 

baixa voltagem - CaV3.1), Rn01460348_m1 (subunidade alpha 3.2 do canal para 

Ca2+ do tipo T ativado por baixa voltagem - CaV3.2), Rn01299126_m1 (subunidade 

alpha 3.3 do canal para Ca2+ do tipo T ativado por baixa voltagem - CaV3.2), 

Rn04223042_m1 (TASK1), Rn01755927_m1 (TASK2), Rn00755967_m1 (TASK3), 

Rn00597042_m1 (twik-related K+ channel 1 - TREK1), Rn00596555_m1 (Canal para 
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Na+ de vazamento - Nalcn), Rn02585915_s1 (GPR4) e NM_031144.2 (β-Actina; 

gene de referência), como descrito anteriormente (PIRES DA SILVA et al., 2016). O 

qRT-PCR foi realizado em um termociclador (apenas um gene foi amplificado em 

cada poço) em triplicada (StepOnePlus System; Applied Biosystems) usando as 

mesmas sondas e um kit TaqMan Universal PCR Master Mix (Life Technologies). O 

material citoplasmático de cada neurônio foi utilizado para avaliar a amplificação de 

diferentes sondas (até cinco) e somente uma determinada combinação de sondas 

foi testada em cada neurônio. Portanto, diferentes combinações de sondas para 

avaliação do fenótipo neuronal e da expressão de canais iônicos ou receptores foram 

aplicadas em diferentes neurônios. Quatro combinações de sondas foram utilizadas 

para avaliar o fenótipo neuronal (β-Actin + Vglut2 + Gad67; β-Actin + Vglut2 + Glyt2; 

β-Actin + Phox2b + Gad65 + Vglut2; β-Actin + TH + ChAT + Nmb) e a expressão de 

canais iônicos ou receptores (β-Actin + HCN1 + HCN2 + HCN3 + HCN4; β-Actin + 

CaV3.1 + CaV3.2 + CaV3.3; β-Actin + TASK1 + TASK3 + TREK1; β-Actin + TASK2 + 

Nalcn + GPR4) nos neurônios expiratórios da região pFL. Uma combinação de 

sondas foi utilizada para avaliar o fenótipo neuronal e a expressão de canais iônicos 

ou receptores (β-Actin + Phox2b + Nmb + TASK2 + GPR4) em neurônios do RTN. A 

quantificação relativa da expressão do canal iônico ou receptor foi determinada pelo 

ciclo do limiar (Ct) em cada neurônio e normalizado pelo Ct do gene de referência 

(ΔCt = Ct do canal iônico ou receptor – Ct da β-actina). 

 

3.5.  Histologia 

  No final dos registros eletrofisiológicos, as preparações foram perfundidas 

com solução de salina tamponada com fosfato (PBS; 0.1 M) e então com 4% de 

paraformaldeído (PFA - Sigma-Aldrich) em PBS à 4º C. O tronco cerebral e medula 

espinhal foram removidas e fixadas em paraformaldeído por uma noite à 4º C. Fatias 

transversais (40 μm de espessura) foram cortadas utilizando um criostato (CM1800; 

Leica, Buffalo Grove, IL, USA) ao longo da região parafacial para identificação da 

localização dos neurônios expiratórios da região pFL e do RTN (positivos para 

biocitina). Nos neurônios marcados com biocitina em preparações nas quais os 

neurônios pré-motores abdominais também foram retrogradamente marcados, nós 

mapeamos as projeções para o cVRG (positivos para CTB), bem como avaliamos a 

localização das microinjeções de CTB nos segmentos torácicos da medula espinhal. 
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As fatias foram coletadas em uma solução crioprotetora (0.1 M PBS, 0.3% etileno 

glicol e 0.2% glicerol) e armazenado à 20º C antes do processamento. Fatias 

contendo neurônios do RTN registrados foram bloqueados e permeabilizados em 

PBS contendo 10% de soro de cavalo e 0.5% Triton X-100 por 1h em temperatura 

ambiente e então encubada com anticorpo primário anti-Phox2b de coelho (1:800; 

doação de J.-F. Brunet, Ecole Normale Supèrieure, Paris, França) por 24 horas em 

4º C. As fatias do tronco cerebral foram encubadas com estreptavidina conjugada 

com Alexa 488 (neurônios da região pFL e do RTN - 1:1000; Molecular Probes) e 

Alexa 647 anti-coelho de cabra (somente neurônios do RTN; 1:500; Molecular 

Probes) por 1 h em temperatura ambiente. Todas as fatias foram montadas em 

Fluoromount (Sigma-Aldrich). As imagens foram coletadas em um microscópio 

confocal Leica TCS SP5 equipada com lasers 488 e 633 e detecções de 

comprimento de ondas sintonizáveis. 

 

3.6.  Análises estatísticas 

  Os resultados estão apresentados como média ± desvio padrão. A 

distribuição dos dados foi testada utilizando o teste de normalidade Shapiro-Wilk 

antes da comparação pela análise pareada paramétrica do teste-t de Student, 

pareada não paramétrica do teste Wilcoxon ou ANOVA One-way com medidas 

repetidas e pós-teste de Bonferroni, de acordo com o protocolo experimental 

(GraphPad Prism 8, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). O nível de 

significância adotado foi de p<0.05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Localização, fenótipo e projeções dos neurônios expiratórios da região 

pFL 

  Nós utilizamos marcação intracelular em combinação com o qRT-PCR de uma 

única célula para determinar a localização e o fenótipo, respectivamente, dos 

neurônios expiratórios registrados. Todos os neurônios registrados (65 neurônios de 

65 animais) estavam localizados na região parafacial e ventral ao aspecto lateral do 

núcleo motor facial (Figura 1, painel A). Esses neurônios estavam localizados na 

porção rostral da porção caudal final do núcleo motor facial (de 11.30 até 11.50 mm 

caudal ao bregma), 25–600 μm abaixo da superfície ventral e 2.2-2.7 mm lateral a 

linha média (Figura 1, painel B), o qual é consistente com a localização da região 

pFL em ratos jovens (DE BRITTO; MORAES, 2017; MORAES et al., 2012, 2014; 

MORAES; MACHADO; PATON, 2014). Nós coletamos a solução de pipeta contendo 

o material citoplasmático de 16 neurônios expiratórios do pFL para analisar seu 

fenótipo pela expressão do RNA mensageiro (mRNA). Esses neurônios 

expressaram mRNA para Vglut2 (12 neurônios de 12 animais), mas não para Gad67 

(4 neurônios de 4 animais), Glyt2 (4 neurônios de 4 animais), Phox2b (4 neurônios 

de 4 animais), Gad65 (4 neurônios de 4 animais), TH (4 neurônios de 4 animais), 

ChAT (4 neurônios de 4 animais) ou Nmb (4 neurônios de 4 animais), indicando que 

eles são excitatórios, não-colinérgicos, não-adrenérgicos (Figura 1, painéis C-F) e 

diferentes de neurônios do RTN positivos para Phox2b e Nmb descrito por outros 

(GUYENET; BAYLISS, 2015; SHI et al., 2017).  
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Figura 1. Localização e fenótipo dos neurônios expiratórios da região pFL. (A) Corte coronal do 
bulbo mostrando um neurônio expiratório representativo localizado na região pFL marcado com 
biocitina (-11.50 mm do Bregma; 100 μm rostral ao polo caudal do núcleo motor facial - VII) em 
magnificações de 20x (superior) e 63x (inferior). vs: superfície ventral do bulbo; V: ventral; L: lateral. (B) 
Representações esquemáticas de cortes coronais do tronco cerebral mostrando a localização dos 
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neurônios expiratórios da região pFL marcados (-11.30 mm e -11.50 mm do Bregma; 300-100 μm rostral 
ao polo caudal do núcleo motor facial - VII) seguindo as coordenadas publicadas (PAXINOS; WATSON, 
2006). SP5: trato trigeminal espinhal. (C) Média dos pontos de amplificação de qRT-PCR para β actina, 
Gad67 e Vglut2 de 4 neurônios expiratórios da região pFL de 4 animais. A emissão fluorescente (ΔRN) 
é plotada em razão do número de ciclos. Note que esses neurônios expressam Vglut2, mas não Gad67. 
(D) Média dos pontos de amplificação de qRT-PCR para β actina, Glyt2 e Vglut2 de outros 4 neurônios 
expiratórios de 4 animais expressando Vglut2, mas não Glyt2. (E) Média dos pontos de amplificação 
de qRT-PCR para β actina, Phox2b, Gad65 e Vglut2 de outros 4 neurônios expiratórios de 4 animais 
expressando Vglut2, mas não Phox2b ou Gad65. (F) Média dos pontos de amplificação de qRT-PCR 
para β actina, TH, ChAT e Nmb de outros 4 neurônios expiratórios de 4 animais indicando ausência de 
expressão de TH, ChAT ou Nmb nesses neurônios. 

 

  Esperamos três horas para permitir o transporte intracelular de biocitina para 

os terminais axonais em 10 neurônios expiratórios da região pFL de 10 animais 

(Figura 2, painel A). Nós encontramos projeções para a região cVRG ipsilateral em 

todos os neurônios analisados (Figura 2, painel A e B). Nós também identificamos 

os neurônios bulbo espinhais do cVRG, definidos pela marcação retrógrada da 

medula espinhal torácica inferior (Figura 2, painéis C-E), em 3 desses 10 animais. 

Foram observadas aposições próximas entre os botões axonais de neurônios 

expiratórios da região pFL e neurônios abdominais do cVRG (Figura 2, painel D). Os 

10 neurônios descritos nas análises histológicas acima foram submetidos aos 

seguintes testes moleculares e funcionais: a) 7 neurônios foram usados para analisar 

o efeito do CO2 em seu Vm, frequência de potenciais de ação antes e após o bloqueio 

da transmissão sináptica e para a expressão de mRNA para Vglut2 (n=7), Gad67 

(n=4) e Glyt2 (n=3); b) 3 neurônios foram utilizados para analisar os efeitos do 

CO2/[H+] antes e depois do bloqueio da transmissão sináptica em seu Vm, RMP e 

frequência de potenciais de ação e para a expressão de mRNA para TH, ChAT e 

Nmb. 
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Figura 2. Projeções dos neurônios expiratórios da região pFL para o cVRG. (A) Representação 
esquemática de um corte sagital da superfície ventral do tronco encefálico de ratos ilustrando a 
projeção de um neurônio expiratório da região pFL (verde) para supostos neurônios pré-motores 
abdominais no cVRG, marcados retrogradamente com a CTB (vermelho), que se projetam para 
neurônios motores abdominais localizados no corno ventral da medula espinhal. BötC: Complexo 
Bötzinger, cVRG: Grupo respiratório ventral caudal, pFL: Região parafacial lateral, pFV/RTN: Região 
parafacial ventral/Núcleo Retrotrapezóide, preBötC: Complexo preBötzinger, rVRG: Grupo 
respiratório ventral rostral, VII: Núcleo motor facial. (B) Corte coronal (-14.10 mm do Bregma) do bulbo 
mostrando as projeções de um neurônio expiratório da região pFL (verde – biocitina) para o cVRG. 
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vs: superfície ventral do bulbo; D: dorsal; M: medial. (C) Magnificação do quadrado vermelho de A 
mostrando os supostos neurônios pré-motores abdominais marcados retrogradamente com CTB 
(vermelho) no cVRG. (D) Magnificação do quadrado vermelho de B mostrando aposições próximas 
(setas) entre as fibras de um neurônio expiratório da região pFL e um suposto neurônio pré-motor 
abdominal. (E) Corte coronal da medula espinhal (T12) mostrando a localização da microinjeção de 
CTB (seta) no corno ventral (motor) para marcação de neurônios pré-motores no cVRG. V: ventral. 

 

4.2. Trajetórias do potencial de membrana e transmissão sináptica para 

neurônios expiratórios da região pFL 

  Como mostrado na Figura 3 painel Ai, os neurônios expiratórios (23 neurônios 

de 23 animais) da região pFL apresentaram uma rápida despolarização (-51.2 ± 3.9 

mV) que ocorreu imediatamente após o final da fase inspiratória (post-I) e um pacote 

despolarizante (-46.3 ± 3.4 mV) na E2 durante a normocapnia. Esses neurônios 

também apresentaram uma hiperpolarização decrescente durante a Insp (-58.3 ± 2.4 

mV). Os efeitos da hipercapnia na trajetória do Vm desses 23 neurônios foram 

examinados (Figura 3, painéis Ai-D). A hipercapnia produziu uma significante 

hiperpolarização do Vm ao longo da Insp (-72.5 ± 2.6 mV; p<0.0001). O Vm na post-

I (-45 ± 2.8 mV; p<0.0001) e na E2 (-39.5 ± 3.1 mV; p<0.0001) modificou para valores 

mais positivos. Este último foi seguido de uma série de potenciais de ação (27.4 ± 

7.4 Hz) com um padrão de declínio de atividade (adaptação) no final da E2 (Figura 

3, painéis Ai e Aii), consistente com o papel na AE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

 

Figura 3. Trajetória do potencial de membrana dos neurônios expiratórios da região pFL durante 
normocapnia e hipercapnia. Registros originais da atividade do PN e registros em current clamp da 
trajetória de potencial de membrana (Vm) e potenciais de ação de um neurônio expiratório da região 
pFL durante normocapnia (5% CO2; Ai) e hipercapnia (10% CO2; Aii). Observe uma hiperpolarização 
durante a inspiração (I), despolarização na pós-inspiração (PI), bem como potenciais de ação no final 
da segunda fase da expiração (E2) durante hipercapnia. Dados agrupados do Vm durante a PI (B; 
teste-t de Student pareado), E2 (C; teste-t de Student pareado) e I (D; teste Wilcoxon pareado) de 
neurônios expiratórios da região pFL durante normocapnia e hipercapnia (23 neurônios de 23 animais). 
Observe que a hipercapnia despolarizou o Vm dos neurônios expiratórios da região pFL durante a PI e 
E2, mas o hiperpolarizou durante a I.  
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  Em seguida nós determinamos os mecanismos sinápticos que atuam durante 

normocapnia e hipercapnia nos neurônios expiratórios da região pFL (16 neurônios 

de 16 animais). As sIPSCs GABAérgicas (6 neurônios de 6 animais) foram 

observadas somente durante a Insp (Figura 4, painéis Ai e Aii). Durante essa fase, 

a frequência das sIPSCs GABAérgicas aumentou na presença de hipercapnia (44.2 

± 8.7 vs 21.2 ± 5.5 Hz; p=0.0009), mas sua amplitude não foi alterada (-32.2 ± 5.9 

vs -29.2 ± 4.4 pA; p=0.46; Figura 4, painéis Ai-Bii). Em contraste, as sIPSCs 

glicinérgicas (5 neurônios de 5 animais) foram observadas durante a Insp e a post-I 

(Figura 4, painéis C-Ciii). A frequência dessas sIPSCs aumentou na presença de 

hipercapnia durante a Insp (32.7 ± 8.8 vs 17.7 ± 5.2 Hz; p=0.01), enquanto reduziu 

durante a post-I (23 ± 7.1 vs 39.4 ± 12.6 Hz; p=0.01; Figura 4, painéis Ci-Dii). A 

amplitude das sIPSCs glicinérgicas durante a Insp (-32.9 ± 7.7 vs -28.9 ± 7.1 pA; 

p=0.42) e a post-I (-33 ± 7.8 vs -30.9 ± 5.4 pA; p=0.61) não foi afetada pela 

hipercapnia (Figura 4, painéis Ci-Cvi, Diii e Div). As sEPSCs glutamatérgicas (5 

neurônios de 5 animais) foram observadas durante as diferentes fases do ciclo 

respiratório, mas nem sua frequência (13.6 ± 6.7 vs 12.4 ± 2.9 Hz; p=0.75) nem sua 

amplitude (-29.8 ± 7.2 vs -26.9 ± 3.5 pA; p=0.56; Figura 4, painéis Ei-Fii) foram 

alteradas pela hipercapnia. 
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Figura 4. Transmissão sináptica inibitória e excitatória ao longo do ciclo respiratório para os 
neurônios expiratórios da região pFL durante normocapnia e hipercapnia. (Ai) Registros em 
voltage clamp das sIPSCs GABAérgicas durante normocapnia (5% CO2). (Aii) Magnificação das 
sIPSCs GABAérgicas na inspiração (I) durante a normocapnia (retângulo vermelho em Ai). (Aiii) 
Registros em voltage clamp das sIPSCs GABAérgicas durante hipercapnia (10% CO2). (Aii) 
Magnificação das sIPSCs GABAérgicas na I durante a hipercapnia (retângulo vermelho em Aiii). Dados 
agrupados da frequência (Bi; teste-t de Student pareado) e da amplitude (Bii; teste-t de Student 
pareado) das sIPSCs GABAérgicas durante normocapnia e hipercapnia (6 neurônios de 6 animais). 
Observe que a hipercapnia aumentou a frequência das sIPSCs GABAérgicas, mas não afetou sua 
amplitude. (Ci) Registros em voltage clamp das sIPSCs glicinérgicas durante normocapnia. (Cii) 
Magnificação das sIPSCs glicinérgicas na I durante a normocapnia (retângulo vermelho em Ci). (Ciii) 
Magnificação das sIPSCs glicinérgicas na pós-inspiração (PI) durante a normocapnia (retângulo verde 
em Ci). (Civ) Registros em voltage clamp das sIPSCs glicinérgicas durante hipercapnia. (Cv) 
Magnificação das sIPSCs glicinérgicas na I durante a hipercapnia (retângulo vermelho em Civ). Dados 
agrupados da frequência (Di e Dii; teste-t de Student pareado) e da amplitude (Diii e Div; teste-t de 
Student pareado) das sIPSCs glicinérgicas na I e PI, respectivamente, durante normocapnia e 
hipercapnia (5 neurônios de 5 animais). Observe que a hipercapnia aumentou a frequência das sIPSCs 
glicinérgicas na I, mas reduziu na PI. A amplitude das sIPSCs glicinérgicas não foi afetada durante a 
hipercapnia. (Ei) Registros em voltage clamp das sEPSCs glutamatérgicas durante normocapnia e sua 
magnificação (Eii; retângulo vermelho em Ei). Registros em voltage clamp das sEPSCs glutamatérgicas 
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durante hipercapnia (Eiii) e sua magnificação (Eiv; retângulo vermelho em Eiii). Dados agrupados da 
frequência (Fi; teste-t de Student pareado) e amplitude (Fii; teste-t de Student pareado) das sEPSCs 
glutamatérgicas durante normocapnia e hipercapnia (5 neurônios de 5 animais). As sEPSCs 
glutamatérgicas não foram afetadas pela hipercapnia. E2: segunda fase da expiração. 

 

4.3. Propriedades eletrofisiológicas intrínsecas dos neurônios expiratórios 

da região pFL 

  Os neurônios expiratórios da região pFL tem capacitância de 32.9 ± 4.7 pF 

(65 neurônios de 65 animais). As propriedades eletrofisiológicas intrínsecas de 17 

neurônios de 17 animais foram analisadas. Após o bloqueio da transmissão sináptica 

excitatória e inibitória rápida (veja Métodos), os neurônios passaram a apresentar 

potenciais de ação espontaneamente (8.5 ± 2.4 Hz); não observamos 

comportamento em burst em momento algum (Figura 5, painel A). Após o bloqueio 

da transmissão sináptica, os neurônios apresentaram RMP de -51.2 ± 4.2 mV, 

amplitude da AHP de 4.6 ± 1.1 mV, largura, limiar e amplitude do AP de 1.2 ± 0.4 

ms, -31.6 ± 4.1 mV e 60.7 ± 9.6 mV, respectivamente (Figura 5, painel B). Quando 

testados com injeção de corrente despolarizante (2s, 100pA), esses neurônios 

apresentaram 73.7 ± 23 potenciais de ação (Figura 5, painel C), com um padrão de 

adaptação da frequência (Figura 5, painel D). A constante de tempo (ms) derivada 

de um único ajuste exponencial para a frequência instantânea e intervalo entre 

potenciais de ação foi de 667,5 ± 100,3 e 658 ± 111,3, respectivamente (Figura 5, 

painel D). Quando testados com injeções de correntes hiperpolarizantes, esses 

neurônios apresentaram Ri de 0.36 ± 0.1 GΩ (Figura 5, painel E). Potenciais de ação 

de alta frequência (post-inhibitory rebound – PIR), com um padrão de adaptação de 

frequência, foram observados após a liberação das injeções de correntes 

hiperpolarizantes (Vm a partir de -70mV), tanto quando a liberação foi rápida (Δ: 42.3 

± 9.9 Hz) ou quando foi lenta (Δ: 41.3 ± 15.8 Hz) (Figura 5, painéis Fi e Fii). Adição 

de NiCl2 (50 µM; 4 neurônios de 4 animais), para bloquear os canais para Ca2+ LVA 

do tipo T, aboliu o PIR e reduziu o número de potenciais de ação ao final das injeções 

das correntes hiperpolarizantes (10 ± 1 vs 44.3 ± 6.8 Hz; p=0.001; teste-t de Student; 

Figura 5, painéis Fi e G). Com maiores amplitudes de corrente hiperpolarizantes, os 

neurônios expiratórios apresentaram um sag despolarizante (1.4 ± 0.5 vs 12 ± 2.4 

mV; p=0.003; teste-t de Student; Figura 5, painel G), o qual foi eliminado após o 

bloqueio dos canais HCN usando o ZD7288 (40 µM) (Figura 5, painel H).  
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Figura 5. Propriedades eletrofisiológicas intrínsecas dos neurônios expiratórios da região pFL. 
(A) Potenciais de ação espontâneos dos neurônios expiratórios da região pFL  após o bloqueio da 
transmissão sináptica rápida. (B) Média dos potenciais de ação do painel A ilustrando a AHP, RMP, e 
amplitude, metade e limiar do AP. (C) Potenciais de ação evocados em resposta a injeção de corrente 
despolarizante (excitabilidade) após o bloqueio da transmissão sináptica rápida no mesmo neurônio do 
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painel A. Note que a atividade regular é desencadeada quando o neurônio é despolarizado de seu 
RMP. (D) Plots da frequência de atividade instantânea versus o tempo (superior) e intervalo inter-spike 
(ISI) versus tempo (inferior), do neurônio em C, em resposta a corrente despolarizante. As constantes 
de tempo de decaída (superior) e subida (inferior) foram derivadas de curvas exponenciais únicas 
(linhas vermelhas). (E) Respostas do potencial de membrana (Vm) a injeções de correntes 
hiperpolarizantes (-20 e -40 pA), no mesmo neurônio do painel C, usado para calcular o Ri. Potenciais 
de ação de alta frequência (post-inhibitory rebound – PIR), com um padrão de adaptação de frequência, 
foram observados após uma corrente hiperpolarizante (corrente de polarização para -70mV) 
apresentando uma taxa de despolarização tanto quando a liberação foi rápida (Fi) como quando foi 
lenta (Fii) após o bloqueio da transmissão sináptica rápida, sugerindo a presença de canais para Ca2+ 
LVA do tipo T. (G) Respostas do Vm à injeções de correntes hiperpolarizantes (Vm em -70mV e -
100mV), do mesmo neurônio do painel F, após a perfusão de NiCl2 (50 µM), o qual eliminou o PIR. 
Observe que com a injeção de corrente ainda mais hiperpolarizante (Vm em -100 mV), o Vm dos 
neurônios expiratórios apresentou uma mudança para valores mais positivos (sag) já que uma 
condutância dependente do tempo (HCN) foi lentamente ativada. (H) Respostas do Vm a injeções de 
correntes hiperpolarizantes (Vm em -100mV), em outro neurônio expiratório, após o bloqueio da 
transmissão sináptica rápida e a perfusão de ZD7288 (40 µM), a qual reduziu significativamente o sag, 
mas não afetou o PIR. 

 

4.4. Propriedades de membrana subliminares dos neurônios expiratórios 

da região pFL 

  Pulsos de voltagem hiperpolarizantes foram utilizados para ativar canais HCN 

em 5 neurônios de 5 animais, os quais revelaram correntes Ih (em 120 mV: -130.8 ± 

40.2 pA; V0.5: -106.1 ± 6.4 mV; k: -17.1 ± 3.5; Figura 6, painéis A e B). O citoplasma 

desses neurônios foi coletado e a expressão do mRNA dos canais HCN 1-4 foi 

avaliada. Observamos grande variedade na expressão de mRNA das isoformas dos 

canais HCN, embora o canal HCN 2 tenha sido o mais expresso nos neurônios 

expiratórios da região pFL (Tabela 1). Em outro grupo de 6 neurônios de 6 animais, 

canais para Ca2+ LVA do tipo T foram ativados usando pulsos de voltagem 

despolarizantes (Figura 6, painéis C). Em média, o pico de ativação de canais para 

Ca2+ LVA do tipo T em neurônios expiratórios foi de -20mV (-51 ± 10 pA) e os valores 

de V0.5 e k foram -32.3 ± 1.5 mV e -7.7 ± 0.6, respectivamente (Figura 6, painel D). 

As análises da expressão de mRNA revelaram que todos os neurônios expiratórios 

avaliados expressaram as isoformas CaV3.1 e 3.2 dos canais para Ca2+ LVA do tipo 

T, mas não a isoforma CaV3.3 (Tabela 2).  
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Figura 6. Canais HCN e para Ca2+ LVA do tipo T dos neurônios expiratórios da região pFL. (A) 
Pulsos de voltagem hiperpolarizantes (incrementos de -10mV), de um potencial fixado em -70mV, 
evocaram a corrente Ih dependente do tempo em um neurônio expiratório da região pFL após o bloqueio 
da transmissão sináptica rápida. (B) Relação corrente-voltagem da corrente normalizada da média da 
porção steady-state da corrente Ih (5 neurônios de 5 animais). A linha vermelha contínua corresponde 
a uma equação da forma que mostra a dependência de voltagem da corrente Ih. (C) Correntes de Ca2+, 
mediadas por canais para Ca2+ LVA do tipo T, obtidas de outro neurônio expiratório da região pFL 
utilizando uma série de pulsos de voltagem despolarizantes (incrementos de 10 mV) de uma condição 
hiperpolarizante de -80mV após o bloqueio da transmissão sináptica rápida. (D) Média do pico da 
amplitude das correntes evocadas em função do potencial de comando (6 neurônios de 6 animais). A 
linha vermelha contínua corresponde ao fit da função de Boltzmann mostrando a dependência de 
voltagem dessas correntes de Ca2+. 
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Tabela 1. Proporção da expressão dos canais HCN nos neurônios expiratórios da 
região pFL 

Neurônios da região pFL 

 1 2 3 4 5 

HCN1   3.48 3.5  

HCN2 2.8  5.37 6.36 8.12 

HCN3  7.79 3.6  6.25 

HCN4   5.71   

Cinco neurônios de cinco animais foram analisados. Os números representam o Ct dos canais iônicos, 
descritos no lado esquerdo da tabela para cada neurônio, o qual é normalizado pelo Ct do gene de 
referência (ΔCt = Ct do canal iônico – Ct da β-actina). Os quadrados vazios indicam detecção abaixo 
do limiar. 
 
 
 
 
 

 

 
Tabela 2. Proporção da expressão dos canais para Ca2+ LVA do tipo T nos neurônios 
expiratórios da região pFL 

Neurônios da região pFL 

 1 2 3 4 5 6 

CaV3.1 5.75 5.7 5.55 5.57 5.76 5.93 

CaV3.2 7.73 7.58 7.7 7.74 9.73 9.73 

CaV3.3       

Seis neurônios de seis animais foram analisados. Os números representam o Ct dos canais iônicos, 
descritos no lado esquerdo da tabela para cada neurônio, o qual é normalizado pelo Ct do gene de 
referência (ΔCt = Ct do canal iônico – Ct da β-actina). Os quadrados vazios indicam detecção abaixo 
do limiar. 
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  Nós também avaliamos as propriedades de membrana subliminares de 10 

neurônios expiratórios da região pFL de 10 animais utilizando rampas de voltagem 

lentas (30 mV/s; Figura 7, painel A). A relação corrente-voltagem dos neurônios 

expiratórios foi avaliada na presença de bloqueadores dos canais para Ca2+ e para 

K+, bem como dos canais não seletivos para cátions HCN. A relação corrente-

voltagem foi linear em voltagens hiperpolarizadas e exibiu retificação de saída em 

voltagens despolarizadas (Figura 7, painel A). A gLeak (0.7 ± 0.2 nS) foi determinada 

pela regressão linear da região passiva (-110 para -70 mV) da relação corrente-

voltagem (Figura 7, painel A). A corrente total de vazamento em todos os neurônios 

examinados apresentou potencial de reversão (ELeak - 0 intercepção de corrente) de 

-82 ± 2.5 mV (de -78.9 para -86.9 mV), a qual foi levemente mais despolarizada que 

o calculado para o EK
+ (-92.5 mV), indicando que a gLeak foi dominada por K+ (Figura 

7, painel A). As análises da expressão do mRNA de única célula revelaram que 

neurônios expiratórios da região pFL expressaram canais TREK1 (4 neurônios de 4 

animais) e Nalcn (6 neurônios de 6 animais), mas não TASK1 (4 neurônios de 4 

animais), TASK2 (6 neurônios de 6 animais) ou TASK3 (4 neurônios de 4 animais) 

(Tabelas 3 e 4). 
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Figura 7. Correntes de vazamento dominadas por K+ e ausência da INaP nos neurônios 
expiratórios da região pFL. (A) Relação corrente-voltagem de um neurônio expiratório da região pFL 
representativo em resposta ao protocolo de rampa de voltagem lenta na presença de bloqueadores da 
transmissão sináptica rápida, canais dependentes de voltagem para Ca2+ e K+, bem como dos canais 
HCN catiônicos não-seletivos. A gLeak foi calculada pela regressão linear (linha vermelha) na região 
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linear da relação corrente-voltagem da membrana (-100 mV para -70 mV). O EK
+ (-92.51 mV) calculado 

para as condições de registro está indicado. Note a ausência de região negativa (corrente de entrada) 
entre -60mV e -40mV, sugerindo uma ausência da INaP. (B) Registros em current clamp e frequência de 
potenciais de ação instantâneos (Hz), após o bloqueio da transmissão sináptica rápida, de um neurônio 
expiratório da região pFL representativo durante normocapnia antes e depois a perfusão com riluzole 
(20 µM). Magnificações de 10s do potencial de membrana e da frequência de potenciais de ação dos 
registros no final de cada condição experimental (antes e depois do riluzole – caixas vermelhas) são 
mostrados. Dados agrupados da frequência de potenciais de ação (C; teste-t de Student pareado) e 
RMP (D; teste-t de Student pareado) dos neurônios expiratórios durante normocapnia antes e depois 
do riluzole (7 neurônios de 7 animais). Note que o riluzole não afetou a frequência de potenciais de 
ação e a RMP dos neurônios expiratórios. (E) Relação corrente-voltagem de outro neurônio expiratório 
da região pFL representativo em resposta ao protocolo de rampa de voltagem lenta, na presença dos 
mesmos bloqueadores usados em A, antes e após o riluzole. (F) Dados agrupados da gLeak dos 
neurônios expiratórios antes e após o riluzole (teste-t de Student pareado; 6 neurônios de 6 animais). 
Note que o riluzole não afetou a gLeak dos neurônios expiratórios. 
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Tabela 3. Proporção da expressão dos canais de vazamento para K+ nos neurônios 
expiratórios da região pFL 

Neurônios da região pFL 

 1 2 3 4 

TASK1     

TASK3     

TREK1 4.35 4.45 8.67 8.47 

Quatro neurônios de quatro animais foram analisados. Os números representam o Ct dos canais 
iônicos, descritos no lado esquerdo da tabela para cada neurônio, o qual é normalizado pelo Ct do gene 
de referência (ΔCt = Ct do canal iônico – Ct da β-actina). Os quadrados vazios indicam detecção abaixo 
do limiar. 

 
 
 
 
 

 
Tabela 4. Proporção da expressão dos canais de vazamento para Na+ e K+, bem 
como do receptor acoplado a proteína G ativado por H+, nos neurônios expiratórios 
da região pFL 

Neurônios da região pFL 

 1 2 3 4 5 6 

TASK2       

Nalcn 2.93 2.73 2.67 3.22 3.44 3.8 

GPR4       

Seis neurônios de seis animais foram analisados. Os números representam o Ct dos canais 
iônicos/receptor, descritos no lado esquerdo da tabela para cada neurônio, o qual é normalizado pelo 
Ct do gene de referência (ΔCt = Ct do canal iônico – Ct da β-actina). Os quadrados vazios indicam 
detecção abaixo do limiar. 
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  Estudos prévios propuseram que canais para Na+ dependentes de voltagem 

sensíveis a TTX, que medeiam a INaP, estavam envolvidos na atividade intrínseca 

dos neurônios expiratórios da região pFL de ratos jovens (MOLKOV et al., 2010; 

WITTMEIER et al., 2008). Entretanto, uma região negativa (corrente de entrada) 

entre -60mV e -40mV não foi observada na relação corrente-voltagem dos neurônios 

expiratórios da região pFL, sugerindo uma ausência da INaP (Figura 7, painéis A e E). 

Nós então avaliamos os efeitos do riluzole (20 µM), o qual inibe completamente a 

INaP em neurônios da superfície ventral do bulbo (DEL NEGRO et al., 2005; KOIZUMI; 

SMITH, 2008; MORAES et al., 2013), em 7 neurônios expiratórios de 7 animais após 

o bloqueio da transmissão sináptica (Figura 7, painel B). O riluzole não afetou a 

frequência de potenciais de ação (8.4 ± 1.8 vs 8.8 ± 2.3 Hz; p=0.4) e a RMP (-49.8 

± 4 vs -50.4 ± 4.5 mV; p=0.76) dos neurônios expiratórios, o que confirma a ausência 

da INaP. Adicionalmente, essa concentração de riluzole não afetou a gLeak dominada 

por K+ (0.7 ± 0.1 vs 0.7 ± 0.2 nS; p=0.66; 6 neurônios de 6 animais; Figura 7, painéis 

E e F). 
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4.5. Concentração intracelular de Ca2+ e a geração da atividade expiratória 

nos neurônios da região pFL 

  Considerando a expressão dos canais para Ca2+ LVA do tipo T e a presença 

do PIR nos neurônios expiratórios da região pFL, nós avaliamos o papel da [Ca2+] 

intracelular, usando alta concentração de BAPTA (30 mM), na geração da sua 

atividade expiratória em resposta à hipercapnia (Figura 8, painéis Ai-Aiii). Após a 

ruptura da membrana e estabilização da diálise por ~20min (6 neurônios de 6 

animais), o BAPTA hiperpolarizou significativamente o Vm dos neurônios 

expiratórios na E2 (-53.3 ± 2.3 vs -39.3 ± 2.8 mV; p=0.0001), o que eliminou os 

potenciais de ação, sem afetar o Vm durante a Insp (-71.7 ± 2.7 vs -72.3 ± 2.1 mV; 

p=0.31) e a post-I (-45.3 ± 2.6 vs -46.6 ± 3.3 mV; p=0.28) em resposta a hipercapnia 

(Figura 8, painéis B-E). Esses resultados demonstram que a [Ca2+] intracelular 

determina a atividade expiratória dos neurônios da região pFL durante a hipercapnia. 
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Figura 2. A [Ca2+] intracelular é importante para a atividade expiratória dos neurônios da região 
pFL. Registros originais da atividade do PN e registros em current clamp da trajetória do potencial de 
membrana (Vm) e potenciais de ação de um neurônio expiratório da região pFL durante hipercapnia 
(10% CO2) antes (Ai), dez (Aii) e vinte (Aiii) minutos após a diálise intracelular do BAPTA em alta 
concentração (30 mM). (B) Sobreposição da trajetória do Vm e potenciais de ação do mesmo neurônio 
expiratório de A antes (preto), dez (vermelho) e vinte (verde) minutos após a diálise de BAPTA. Note 
que uma vez que o BAPTA foi introduzido no citosol do neurônio, via ruptura do selo (0 min), uma 
progressiva hiperpolarização do Vm do neurônio na segunda fase da expiração (E2) foi observada, o 
que eliminou os potenciais de ação nesta fase. Dados agrupados do Vm durante a pós-inspiração (C; 
teste-t de Student pareado), E2 (D; teste-t de Student pareado) e inspiração (E; teste-t de Student 
pareado) dos neurônios expiratórios da região pFL imediatamente após a ruptura do selo e 20 minutos 
após a diálise intracelular do BAPTA durante a hipercapnia (6 neurônios de 6 animais). Note que a 
diálise do BAPTA hiperpolarizou o Vm dos neurônios expiratórios durante a E2, sem afetá-lo durante a 
inspiração (I) e a pós-inspiração (PI). 
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4.6. Ausência de sensibilidade intrínseca ao CO2/[H+] dos neurônios 

expiratórios da região pFL 

  Para testar se neurônios expiratórios da região pFL são sensores intrínsecos 

ao CO2/[H+], nós expusemos esses neurônios a hipercapnia/acidose e 

hipocapnia/alcalose alterando o CO2 (7 neurônios de 7 animais) ou o pH (6 neurônios 

de 6 animais) das soluções de perfusão tamponadas com HCO3
-
 e HEPES na 

presença dos bloqueadores da transmissão sináptica rápida para eliminar a 

influência da rede neuronal no tronco cerebral. Um exemplo de um neurônio 

expiratório é mostrado na Figura 9, painel A. Esse neurônio tinha frequência de ~8 

Hz em solução de perfusão padrão, que foi aerada com 5% CO2 (normocapnia) e 

tamponada com 24 mM de HCO3
-. A frequência de potenciais de ação e o RMP não 

alteraram quando o CO2 foi aumentado para 10% [hipercapnia; (frequência de 

potenciais de ação: 8.4 ± 3.4 vs 8.5 ± 3.3 Hz; p>0.99) (RMP: -51.7 ± 4.1 vs -52.6 ± 

4.5 mV; p>0.99)] ou diminuído para 1% [(hipocapnia; (frequência de potenciais de 

ação: 8.2 ± 3.3 vs 8.5 ± 3.3 Hz; p=0.54) (RMP: -50.8 ± 4.1 vs -52.6 ± 4.5 mV; p=0.79)], 

indicando que os neurônios expiratórios da região pFL não possuem sensibilidade 

intrínseca ao CO2 (Figura 9, painéis A-D). 
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Figura 3 Ausência de sensibilidade intrínseca ao CO2 dos neurônios expiratórios da região pFL. 
(A) Registros em current clamp e frequência de potenciais de ação instantânea (Hz) de um neurônio 
expiratório da região pFL representativo durante normocapnia (5% CO2), hipercapnia (10% CO2) e 
hipocapnia (1% CO2) após o bloqueio da transmissão sináptica rápida. (B) Magnificações de 10 s dos 
registros de potencial de membrana e frequência de potenciais de ação no final de cada condição 
experimental (caixas vermelhas em A). Dados agrupados da frequência de potenciais de ação (C; 
ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) e RMP (D; ANOVA One-way com 
medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) dos neurônios expiratórios durante normocapnia, 
hipercapnia e hipocapnia (7 neurônios de 7 animais). Note que a hipercapnia ou a hipocapnia não 
afetou a frequência de potenciais de ação ou RMP dos neurônios expiratórios. 
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  Outro exemplo de um neurônio expiratório é mostrado na Figura 10 painel A. 

Esse neurônio tinha frequência de ~7 Hz em solução de perfusão tamponada com 

HEPES com pH ajustado para 7.4. A frequência de potenciais de ação e o RMP não 

alteraram quando o pH foi diminuído para 7.1 [acidose; (frequência de potenciais de 

ação: 7.1 ± 1.6 vs 6.8 ± 1.5 Hz; p>0.99) (RMP: -50.6 ± 1.7 vs -51.2 ± 1.7 mV; p>0.99)] 

ou aumentado para 8.1 [alcalose; (frequência de potenciais de ação: 7.2 ± 1.7 vs 6.8 

± 1.5 Hz; p=0.85) (RMP: -51 ± 2.2 vs -51.2 ± 1.7 mV; p>0.99)], indicando que os 

neurônios expiratórios da região pFL não possuem sensibilidade intrínseca ao pH 

(Figura 10, painéis A-D). Adicionalmente, as análises de célula única da expressão 

do mRNA revelaram que os neurônios expiratórios da região pFL não expressam 

GPR4 (6 neurônios de 6 animais; Tabela 4), os quais tem sido associados com a 

“quimiossensibilidade” de neurônios em regiões vizinhas (KUMAR et al., 2015). 
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Figura 4 Ausência de sensibilidade intrínseca ao [H+] dos neurônios expiratórios da região pFL. 
(A) Registros em current clamp e frequência de potenciais de ação instantânea (Hz) de um neurônio 
expiratório da região pFL representativo em uma solução de perfusão tamponada com HEPES com o 
pH ajustado para 7.4, 7.1 (acidose) e 8.1 (alcalose) após o bloqueio da transmissão sináptica rápida. 
(B) Magnificações de 10 s do registro do potencial de membrana e frequência de potenciais de ação 
no final de cada condição experimental (caixas vermelhas em A). Dados agrupados da frequência de 
potenciais de ação (C; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) e RMP (D; 
ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) de neurônios expiratórios durante 
pH 7.4, 7.1 e 8.1 (6 neurônios de 6 animais). Note que a acidose ou a alcalose não afetou a frequência 
de potenciais de ação ou RMP dos neurônios expiratórios. 
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  Registramos 6 neurônios do RTN de 6 animais. Todos os neurônios 

registrados estavam localizados na região parafacial, no aspecto ventral e medial do 

núcleo motor facial e rostral a porção final caudal do núcleo motor facial (de 11.40 a 

11.50 mm caudal ao bregma), 10–400 μm abaixo da superfície ventral e 1.6-1.8 

lateral à linha média (Figura 11, painel A). Esses 6 neurônios expressaram tanto a 

proteína como o mRNA para Phox2b, bem como mRNA para Nmb (Figura 11, 

painéis B e C). A hipercapnia produziu um aumento significativo na sua frequência 

de potenciais de ação (11.7 ± 1.4 vs 2.8 ± 0.5 Hz; p<0.0001); comportamento em 

burst não foi observado em nenhuma fase do ciclo respiratório (Figura 11, painéis 

Di-Dii). A seguir, nós testamos se esses 6 neurônios do RTN são sensores 

intrínsecos ao CO2 pela exposição dos mesmos à hipercapnia (10% CO2) utilizando 

uma solução de perfusão tamponada com HCO3
- na presença de bloqueadores da 

transmissão sináptica rápida. Um exemplo de neurônios do RTN é mostrado na 

Figura 12, painel A. Esse neurônio apresentou frequência de potenciais de ação de 

~ 4 Hz em solução tamponada com HCO3
- aerada com 5% de CO2 (normocapnia). A 

hipercapnia aumentou sua frequência de potenciais de ação (13.2 ± 2.2 vs 3.9 ± 1.1 

Hz; p<0.0001) e despolarizou o RMP (-49.6 ± 2.1 vs -57.8 ± 1.9 mV; p=0.0009), 

indicando que os neurônios do RTN registrados possuem sensibilidade intrínseca ao 

CO2 (Figura 12, painéis A-D). Sua frequência de potenciais de ação (4.4 ± 1 vs 3.9 

± 1.1 Hz; p>0.99) e RMP (-56.7 ± 3.5 vs -57.8 ± 1.9 mV; p>0.99) foram normalizadas 

pela reexposição dos mesmos à normocapnia (Figura 12, painéis A-D). 

Adicionalmente, as análises de célula única da expressão do mRNA revelaram que 

esses neurônios do RTN expressam TASK2 e GPR4 (6 neurônios de 6 animais; 

Tabela 5). 
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Figura 5 Localização e fenótipo dos neurônios do RTN e os efeitos da hipercapnia na sua 
frequência de potenciais de ação. (A) Desenhos esquemáticos de seções coronais do tronco cerebral 
mostrando a localização dos neurônios do RTN registrados (-11.40 mm e -11.50 mm do Bregma; 200-
100 μm rostral ao polo caudal do núcleo motor facial - VII) seguindo coordenadas publicadas 
(PAXINOS; WATSON, 2006). SP5: trato trigeminal espinhal. (B) Corte coronal do bulbo (-11.50 mm do 
Bregma; 100 μm rostral ao polo caudal do VII) mostrando um neurônio representativo do RTN marcado 
com biocitina (verde) e imunofluorescência para Phox2b (vermelho). Note a marcação de Phox2b no 
núcleo do neurônio do RTN marcado (amarelo). vs: superfície ventral do bulbo; V: ventral; M: medial. 
(C) Média dos pontos de amplificação de qRT-PCR para β actina, Phox2b e Nmb de 6 neurônios do 
RTN de 6 animais. A emissão fluorescente (ΔRN) é plotada contra o número de ciclos. Note que esses 
neurônios expressam Phox2b e Nmb. Registros originais da atividade do PN e registros em current 
clamp do potencial de membrana e potenciais de ação de um neurônio do RTN durante normocapnia 
(5% CO2; Di) e hipercapnia (10% CO2; Dii). Note o aumento da frequência de potenciais de ação durante 
a hipercapnia, indicando a sensibilidade ao CO2. 
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Figura 6 Sensibilidade intrínseca ao CO2 dos neurônios do RTN. (A) Registros em current clamp e 
frequência de potenciais de ação instantânea (Hz) de um neurônio do RTN representativo durante 
normocapnia (5% CO2) e hipercapnia (10% CO2) após o bloqueio da transmissão sináptica rápida. (B) 
Magnificações de 10 s dos registros do potencial de membrana e de potenciais de ação no final de 
cada condição experimental (quadrados vermelhos em A). Dados agrupados da frequência de 
potenciais de ação (C; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) e RMP (D; 
ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) dos neurônios do RTN durante 
normocapnia e hipercapnia (6 neurônios de 6 animais). Note que a hipercapnia aumentou a frequência 
de potenciais de ação e despolarizou o RMP dos neurônios do RTN, indicando sua sensibilidade 
intrínseca ao CO2. 
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Tabela 5. Proporção da expressão do canal de vazamento para K+ e do receptor 
acoplado a proteína G ativado por H+ nos neurônios do RTN 

Neurônios do RTN 

 1 2 3 4 5 6 

TASK2 2.95 2.65 2.59 2.61 2.37 2.3 

GPR4 3.32 3.2 3.02 3.13 2.96 2.83 

Seis neurônios de seis animais foram analisados. Os números representam o Ct do canal 
iônico/receptor, descritos no lado esquerdo da tabela para cada neurônio, o qual é normalizado pelo Ct 
do gene de referência (ΔCt = Ct do canal iônico ou receptor – Ct da β-actina). Os quadrados vazios 
indicam detecção abaixo do limiar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



73 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussão



74 
 

5. DISCUSSÃO 

  Nós demonstramos que os neurônios expiratórios da região pFL são 

glutamatérgicos, mas não expressam TH, ChAT ou os marcadores de neurônios do 

ePF, pFRG e RTN (Phox2b, Nmb, TASK ou GPR4), e que a inibição pós-sináptica 

rítmica relacionada a respiração (glicinérgica e GABAérgica) suprime sua atividade 

em normocapnia. Os mecanismos para o seu comportamento em burst no final da 

E2 durante a hipercapnia envolve a desinibição pós-sináptica e não excitação 

sináptica direta. Canais para Ca2+ LVA do tipo T, [Ca2+] intracelular e o PIR foram 

observados como moduladores de sua atividade. Adicionalmente, não observamos 

atividade de burst intrínseca ou sensibilidade intrínseca ao CO2/[H+] após o bloqueio 

da transmissão sináptica rápida. 

  Neurônios expiratórios da região pFL são silentes (hiperpolarizados) em 

normocapnia devido a inibição pós-sináptica. Isso é consistente com estudos 

anteriores que mostraram que a desinibição bilateral da região pFL evoca atividade 

neuronal expiratória em burst localmente (DE BRITTO; MORAES, 2017; 

PAGLIARDINI et al., 2011). Experimentos em voltage-clamp revelaram a presença 

de inibição sináptica GABAérgica durante a Insp e a post-I. Essa modulação 

sináptica determina as oscilações relacionadas a respiração no Vm dos neurônios 

expiratórios da região pFL durante a normocapnia. Uma possível origem desses 

eventos sinápticos durante a Insp é o preBötC, que contem neurônios GABAérgicos 

e glicinérgicos que se projetam para a região pFL (BIANCARDI et al., 2021; KOIZUMI 

et al., 2013; YANG; FELDMAN, 2018). A hipercapnia aumenta a frequência de 

potenciais de ação dos neurônios inspiratórios do preBötC direta ou indiretamente 

via ativação de quimiorreceptores centrais (ABBOTT et al., 2009; GUYENET, 2014; 

KOIZUMI et al., 2010; SOLOMON; EDELMAN; O’NEAL, 2000). Portanto, o aumento 

da inibição sináptica para neurônios expiratórios da região pFL durante a Insp em 

resposta a hipercapnia pode ser relacionada a ativação dos neurônios inspiratórios 

GABAérgicos e glicinérgicos no preBötC. 

  O complexo Bötzinger (BötC) contem neurônios pós-inspiratórios que estão 

envolvidos com o controle da duração da fase expiratória (DEL NEGRO; FUNK; 

FELDMAN, 2018; RICHTER; SMITH, 2014). Esses neurônios são 

predominantemente glicinérgicos em ratos (EZURE; TANAKA; KONDO, 2003). 

Então, nós propormos que os neurônios pós-inspiratórios inibitórios glicinérgicos do 
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BötC produzem a inibição fásica dos neurônios expiratórios da região pFL durante a 

post-I. Isso é consistente com dados recentes que mostraram que a ativação do 

BötC eliminou a AE (FLOR et al., 2020) e que neurônios glicinérgicos do BötC 

projetam-se para a região pFL (BIANCARDI et al., 2021). Baseados em nossos 

dados eletrofisiológicos, nós sugerimos que essas conexões inibitórias previnem a 

atividade de burst dos neurônios expiratórios da região pFL até o final da E2 durante 

a hipercapnia e mantém esses neurônios silentes durante normocapnia. Durante a 

hipercapnia esses neurônios expiratórios escapam da inibição glicinérgica durante a 

post-I, gerando atividade de burst no final da E2. Nós propomos que esses neurônios 

pós-inspiratórios inibitórios glicinérgicos do BötC são diretamente hiperpolarizados 

por hipercapnia (KAWAI et al., 1996), então, reduzindo a inibição sináptica para 

neurônios expiratórios da região pFL durante esta fase do ciclo respiratório e a 

duração da post-I (ABDALA et al., 2009b; DE BRITTO; MORAES, 2017). É 

importante mencionar que a região pFL contem interneurônios GABAérgicos e 

glicinérgicos (BIANCARDI et al., 2021) e uma rede inibitória local também pode 

contribuir para o silenciamento dos neurônios expiratórios durante a normocapnia, 

embora seus padrões de atividade (tônico ou modulado pela respiração) ainda não 

tenham sido descritos. 

  Nossos estudos demonstram que a atividade em burst e a despolarização dos 

neurônios do pFL no final da E2 não é dependente da presença de excitação 

sináptica uma vez que o aumento das sEPSCs não foi observado em nenhuma fase 

do ciclo respiratório durante a hipercapnia. Além disso, é improvável que esses 

sEPSCs estejam modulando a atividade expiratória durante a hipercapnia devido a 

aumentos no Ri, como consequência da desinibição, caso contrário, a frequência de 

potenciais de ação também deveria ocorrer durante a post-I, quando a frequência 

das sIPSCs glicinérgicas foi reduzida. Embora não possamos descartar a presença 

das sEPSCs em dendritos distais, nós estamos confiantes que a excitação sináptica 

não é importante para a atividade de burst dos neurônios da região pFL uma vez que 

um antagonista de receptores glutamatérgicos ionotrópicos aplicado localmente não 

afetou sua frequência de potenciais de ação (DE BRITTO; MORAES, 2017). Por 

outro lado, um estudo recente identificou fortes projeções de neurônios 

glutamatérgicos do RTN positivos para Phox2b para a região pFL (BIANCARDI et 

al., 2021) e essas projeções tem sido propostas como evidencia anatômica direta da 

modulação excitatória de quimiorreceptores centrais mediando a AE (HUCKSTEPP 
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et al., 2015; TAKAKURA; MALHEIROS-LIMA; MOREIRA, 2021; ZOCCAL et al., 

2018). Baseados em nossos dados eletrofisiológicos, é mais provável que os 

neurônios do RTN que expressam Phox2b medeiem a AE via conexões com outros 

neurônios da região pFL, que não esses expiratórios, ou até mesmo por conexões 

diretas com neurônios bulbo espinhais pré-motores no cVRG, como recentemente 

demonstrado (SOUZA et al., 2020). 

  Estudos recentes in silico propuseram um mecanismo dependente da INaP 

para o suposto comportamento de burst dos neurônios expiratórios da região pFL em 

ratos jovens (ABDALA et al., 2009b; MOLKOV et al., 2010; WITTMEIER et al., 2008). 

Nossos experimentos mostram ausência de atividade ritmogênica intrínseca em 

burst e da INaP em neurônios expiratórios da região pFL de ratos jovens. 

Adicionalmente, o riluzole em 20 µM, o qual elimina a INaP (DEL NEGRO et al., 2005; 

KOIZUMI; SMITH, 2008; MORAES et al., 2013) e ativa canais TREK2 (KIM; KANG; 

HAN, 2011) em outros neurônios, não afetou a atividade tônica e o gLeak dos 

neurônios expiratórios da região pFL após o bloqueio da transmissão sináptica 

rápida. Portanto, o surgimento da atividade fásica dos neurônios expiratórios da 

região pFL induzida por hipercapnia não depende de oscilações neuronais 

intrínsecas, o que é diferente dos mecanismos demonstrados em neurônios 

inspiratórios oscilatórios do preBötC in vitro (KOIZUMI; SMITH, 2008; SMITH et al., 

1991) e da geração da respiração ofegante (gasping) in situ (PATON, 1996; ST.-

JOHN et al., 2009). Isso é consistente com dados recentes mostrando que a região 

pFL não induz atividade expiratória fásica (AE) na ausência da atividade do preBötC 

(HUCKSTEPP et al., 2016). Apesar de valores similares de capacitância, os 

neurônios expiratórios glutamatérgicos da região pFL são mais despolarizados e tem 

maior Ri que os neurônios inspiratórios glutamatérgicos do preBötC (KOIZUMI et al., 

2013). Essas diferenças podem ser explicadas por valores altos de gLeak dominada 

por K+ descrita em neurônios glutamatérgicos do preBötC (KOIZUMI et al., 2013). 

Portanto, os dados celulares demonstram que essas duas populações neuronais têm 

propriedades eletrofisiológicas distintas que determinam a sua geração de burst, 

sendo uma intrínseca (preBötC) e a outra condicional (pFL). 

  Neurônios expiratórios da região pFL expressam mRNA para TREK1 e 

apresentam uma corrente de vazamento clássica, a qual é essencialmente linear em 

uma faixa de voltagem subliminar, após o bloqueio de uma série de canais 

dependentes de voltagem. Os nossos dados sugerem que há uma pequena 
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contribuição da corrente catiônica de entrada que se opõe a corrente de saída de 

K+, determinando o Eleak. Essa corrente catiônica de entrada pode surgir de uma 

condutância para cátion não-seletiva mediada pelo canal Nalcn, o qual é expresso 

em neurônios do RTN e do preBötC (SHI et al., 2016; YEH et al., 2017), e revelada 

por nós em neurônios expiratórios da região pFL. Correntes de vazamento 

dominadas por K+ desempenham papel importante no controle do RMP, 

propriedades do AP, excitabilidade neuronal e são alvo para ação de 

neuromoduladores (BAYLISS; SIROIS; TALLEY, 2003; LESAGE, 2003; TALLEY et 

al., 2000). Correntes de vazamento para K+ são frequentemente mediadas por 

subunidades de canais K2P (PATEL; HONORÉ, 2001). Entre eles, os canais TASK 

são abundantemente expressos no tronco cerebral e medeiam o principal 

componente da gLeak, bem como a sensibilidade ao CO2/[H+], em neurônios 

respiratórios e motoneurônios (BAYLISS et al., 2001, 2015; BERG et al., 2004; 

KOIZUMI et al., 2010; LESAGE, 2003; WANG et al., 2013; WASHBURN et al., 2002; 

WASHBURN; BAYLISS; GUYENET, 2003). Porém, a expressão de mRNA dos 

TASK1, TASK2 e TASK3 não foi observada nos neurônios expiratórios da região 

pFL, reforçando a nossa conclusão de que eles não são quimiossensíveis. 

  Nós registramos a Ih e descrevemos a presença do sag despolarizante nos 

neurônios expiratórios da região pFL. Essa corrente pode estar envolvida na 

integração dos eventos sinápticos excitatórios e na prevenção da hiperpolarização 

prolongada ou excessiva em resposta a eventos sinápticos inibitórios nos neurônios 

expiratórios da região pFL, como demonstrado em outros neurônios (MACCAFERRI 

et al., 1993; MAGEE, 1999). Nós também descrevemos a presença de quatro 

isoformas do canal HCN (HCN 1-4), as quais diferem em propriedades de ativação 

e desativação e sensibilidade a voltagem e cAMP (COMBE; GASPARINI, 2021), 

sugerindo que os canais HCN podem formar heterômeros nos neurônios expiratórios 

da região pFL. Os canais HCN também são alvos para ação de neuromoduladores 

da geração central da AE. A ativação de receptores muscarínicos na região pFL 

recruta neurônios expiratórios e induz AE em ratos (BOUTIN; ALSAHAFI; 

PAGLIARDINI, 2017). Esses receptores, mediados pela ativação de fosfolipase C, 

aumentam diretamente a abertura dos canais HCN1 e HCN2 (PIAN et al., 2007). 

Portanto, a possível implicação funcional da modulação dos canais HCN pela 

acetilcolina na região pFL parece ter alguma similaridade com os efeitos da redução 



78 
 

da inibição pós-sináptica para os neurônios expiratórios em resposta a hipercapnia 

(aumento na excitabilidade neuronal). 

  Uma despolarização seguida por bursts de potenciais de ação (PIR), bem 

como correntes de Ca2+ mediadas por canais LVA e as isoformas CaV3.1/3.2 dos 

canais para Ca2+ do tipo T também foram observadas nos neurônios expiratórios da 

região pFL. O PIR desempenha papel importante no padrão respiratório rítmico pela 

contribuição da iniciação do burst seguida da inibição neuronal (MORAES; 

MACHADO, 2015; RICHTER et al., 1993; SUN; BERKOWITZ; PILOWSKY, 2008). 

Estudos anteriores demonstraram que a ativação dos canais para Ca2+ LVA do tipo 

T medeia o PIR (MATSUSHIMA et al., 1993; TEGNÉR et al., 1997), enquanto que o 

knockout da isoforma Cav3.1 aboliu esse fenômeno (KIM et al., 2001). Nossos 

experimentos revelaram que a isoforma Cav3.2 está mediando o PIR nos neurônios 

expiratórios da região pFL, uma vez que esta é a única isoforma dos canais para 

Ca2+ LVA do tipo T sensível à 50 µM de NiCl2 (KANG et al., 2006). Canais para Ca2+ 

LVA do tipo T normalmente são ativados entre -70mV e -50mV (PEREZ-REYES, 

2003) com as curvas de ativação e inativação produzindo uma janela de corrente 

(faixa de voltagens na qual esses canais podem abrir, mas não inativar 

completamente) com pico em -37mV (COSTA; VARANDA, 2007; PEREZ-REYES, 

2003). Isso indica que uma fração dos canais está apta para abrir nesta voltagem, a 

qual é muito próxima da voltagem registrada durante a E2 (-39 mV), imediatamente 

antes do burst dos neurônios expiratórios da região pFL durante a hipercapnia. É 

possível que a ativação dos canais para Ca2+ LVA do tipo T, acompanhada da 

desinibição pós-sináptica, induza o PIR na E2 em neurônios expiratórios da região 

pFL, levando o Vm próximo ao limiar para geração de potenciais de ação. Nós 

analisamos o papel da [Ca2+] intracelular na geração dos bursts pelos neurônios 

expiratórios durante a hipercapnia usando alta concentração de BAPTA. Isso aboliu 

o burst, sem afetar o Vm durante a Insp e a post-I. Esses dados demostraram que a 

[Ca2+] intracelular contribui predominantemente para a geração de burst na E2 

impulsionando a transformação da desinibição pós-sináptica para despolarização da 

membrana. Nós não podemos descartar a contribuição da corrente catiônica não-

especifica ativada por Ca2+ (ICAN), a qual está envolvida com a atividade em burst 

dos neurônios inspiratórios do preBötC (PACE et al., 2007) e é diretamente ativada 

por canais para Ca2+ dependentes de voltagem (REKLING; FELDMAN, 1997); uma 

questão que requer estudos adicionais. A presença de correntes de Ca2+ nos 



79 
 

neurônios expiratórios também pode ativar canais para K+ modulados pelo Ca2+ de 

alta condutância, os quais controlam a frequência de potenciais de ação neuronal 

gerando adaptação de sua frequência (LIN et al., 2014; MORAES; MACHADO; 

PATON, 2014), a qual nós encontramos em neurônios da região pFL. 

  O pFRG e o RTN contém neurônios sensíveis ao CO2/[H+] (MULKEY et al., 

2004; ONIMARU; IKEDA; KAWAKAMI, 2008). Esses neurônios expressam Phox2b, 

Nmb, são glutamatérgicos e projetam-se para as regiões geradoras do padrão 

respiratório no tronco cerebral (ONIMARU; IKEDA; KAWAKAMI, 2008; SHI et al., 

2017; STORNETTA et al., 2006). Ativação dos neurônios Phox2b e Nmb potencializa 

a atividade respiratória em ratos adultos e em preparações in vitro de ratos neonatos 

(ABBOTT et al., 2009; IKEDA et al., 2019; SOUZA et al., 2020). Isso é consistente 

com o papel proposto para sensores centrais ao CO2/[H+] que funcionam para gerar 

modulação excitatória tônica para o gerador do padrão respiratório do tronco 

cerebral (GUYENET, 2014). Nós observamos que os neurônios expiratórios da 

região pFL são glutamatérgicos e não possuem sensibilidade intrínseca ao CO2/[H+] 

em ratos jovens. Eles estão localizados mais lateralmente em relação aos neurônios 

Phox2b/Nmb sensíveis ao CO2/[H+] e não expressam Phox2b (DE BRITTO; 

MORAES, 2017) ou Nmb. Adicionalmente, a expressão de canais iônicos e 

receptores sensíveis ao CO2/[H+] (TASK e GPR4) não foram observados nos 

neurônios expiratórios. Considerando que a ativação dos neurônios Phox2b/Nmb do 

RTN aumenta a respiração, também por evocar a AE em ratos (SOUZA et al., 2020), 

é possível que um subgrupo dos neurônios expiratórios da região pFL insensíveis 

ao CO2/[H+] expressem níveis muito baixos de mRNA para Phox2b e Nmb, os quais 

não foram detectados em nossas análises pelo PCR de uma única célula, embora a 

proteína Phox2b nunca tenha sido observada nesses neurônios (DE BRITTO; 

MORAES, 2017). Entretanto, a vasta maioria dos neurônios Nmb transfectados no 

estudo de Souza et al. (2020) estavam localizados mais medial e caudalmente que 

os neurônios expiratórios da região pFL registrados no nosso estudo. Portanto, as 

diferenças funcionais (quimiossensibilidade) e moleculares (fenótipo) entre 

neurônios expiratórios da região pFL e neurônios do RTN descritas aqui reforçam as 

conclusões de que essas regiões desempenham papel distintos no controle da 

respiração (PISANSKI; PAGLIARDINI, 2018; TAKAKURA; MALHEIROS-LIMA; 

MOREIRA, 2021). Estudos anteriores demonstraram que a integridade da região 

pFL é importante para a expressão da AE em ratos (ABDALA et al., 2009b; DE 
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BRITTO; MORAES, 2017; HUCKSTEPP et al., 2015, 2018). Entretanto, até o 

momento, nenhum estudo demonstrou as projeções dos neurônios expiratórios da 

região pFL. Nós encontramos que esses neurônios possuem projeções ipsilaterais 

para o cVRG com aposições próximas a supostos neurônios pré-motores 

abdominais; isso é consistente com um papel na AE. Agora, novos estudos são 

requeridos para investigar se os alvos no cVRG dos neurônios Phox2b/Nmb do RTN 

e dos neurônios expiratórios da região pFL são diferentes e quais consequências 

funcionais isso tem. 
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6. CONCLUSÃO 

 Neste capítulo concluímos que os neurônios expiratórios da região pFL são 

glutamatérgicos, mas não quimiosenssíveis (ex: ausência de sensibilidade intrínseca 

ao CO2/[H+]), que a desinibição pós-sináptica fásica relacionada a respiração 

(glicinérgica) determina seu comportamento em burst no final da E2 durante 

hipercapnia e que a isoforma CaV3.2 dos canais para Ca2+ LVA do tipo T e a [Ca2+] 

intracelular determinam seu padrão de atividade fásica, mas atividade intrínseca de 

burst não foi observada.  

 Portanto, a desinibição pós-sináptica dos neurônios expiratórios e suas 

propriedades eletrofisiológicas distintas desempenham papeis essenciais na 

geração de oscilações expiratórias na região pFL de ratos em resposta a hipercapnia. 
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Capítulo III 

Contribuição dos neurônios da região parafacial lateral para a 

modulação expiratória da atividade simpática e da função 

cardiovascular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



84 
 

RESUMO 

MAGALHÃES, Karolyne Silva. Neurônios da Região parafacial lateral: 
características eletrofisiológicas, geração da expiração ativa e modulação da 
atividade simpática e função cardiovascular. Capítulo III: Contribuição dos 
neurônios da região parafacial lateral para a modulação expiratória da atividade 
simpática e da função cardiovascular.  217 p. Tese (Doutorado) – Faculdade de 
Medicina de Ribeirão Preto, Ribeirão Preto, 2023. 
 
O ciclo respiratório em repouso apresenta uma fase inspiratória ativa, enquanto a fase 
expiratória é passiva do ponto de vista mecânico. A expiração ativa (AE) é recrutada 
sob aumento da demanda respiratória, resultando em um mecanismo compensatório 
essencial para aumentar a ventilação pulmonar. Uma série de estudos demonstrou 
que os neurônios da região parafacial lateral (pFL) são importantes para gerar a AE e 
que a AE aumenta a atividade simpática em condições de elevada demanda 
respiratória. Sabe-se que os neurônios pré-simpáticos do bulbo rostral ventrolateral 
(RVLM), modulados pela respiração, contribuem para a atividade vasomotora 
simpática.  Além disso, os neurônios do RVLM aumentam sua atividade 
simultaneamente com a AE em condições de aumento da demanda respiratória. No 
entanto, o envolvimento dos neurônios da região pFL no controle da função 
cardiovascular ainda é desconhecido. Neste capítulo, nós investigamos a participação 
dos neurônios da região pFL na modulação expiratória dos neurônios pré-simpáticos 
do RVLM e da atividade simpática, e consequentemente, da função cardiovascular de 
ratos. Para isso, os neurônios da região pFL de ratos foram ativados por meio da 
optogenética e farmacogenética, em experimentos in situ, in vitro e in vivo, após 
transfecção com vetor viral adeno-associado (AAV) para expressar a 
channelrhodopsin 2 (ChR2) ou os receptores exclusivamente ativados por drogas 
projetadas (DREADDs) - HM3D(Gq). A fotoestimulação provocou aumento da 
atividade dos neurônios da região pFL que expressavam a ChR2, bem como evocou 
a AE e alterou o padrão respiratório (redução da frequência respiratória (fR) e da 
duração da inspiração (DI), aumento da duração da expiração (DE)) de preparações 
in situ de ratos. Além disso, a fotoestimulação dos neurônios da região pFL foi capaz 
de aumentar a atividade simpática, simultaneamente com a AE, a amplitude da 
modulação respiratória da pressão arterial (ondas de Traube-Hering) e evocou a 
modulação expiratória dos neurônios pré-simpáticos catecolaminérgicos do RVLM. 
Em relação aos experimentos com a farmacogenética, os registros in vitro em fatias 
agudas do bulbo confirmaram que a superfusão de N-óxido de clozapina (CNO) 
estimulou os neurônios da região pFL que expressavam o HM3D(Gq). Nos 
experimentos in vivo em ratos não anestesiados, a injeção intraperitoneal de CNO 
diminuiu a DI e aumentou a DE, mas não provocou alteração da fR de ratos que 
expressavam o HM3D(Gq) em neurônios da região pFL. Adicionalmente, o CNO 
aumentou a pressão arterial sistólica, pressão arterial diastólica e pressão arterial 
média, mas não provocou alteração da frequência cardíaca. Por outro lado, o veículo 
do CNO não provocou alterações respiratórias e cardiovasculares em ratos que 
expressavam o HM3D(Gq) nos neurônios da região pFL. Por fim, o CNO não foi capaz 
de provocar alterações cardiovasculares em ratos que não expressavam o HM3D(Gq) 
nos neurônios da região pFL. Em conjunto, esses dados indicam que os neurônios da 
região pFL contribuem para a modulação expiratória dos neurônios pré-simpáticos 
catecolaminérgicos do RVLM e da atividade simpática, bem como da função vascular 
de ratos. 
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Palavras-chaves: Região parafacial lateral. Acoplamento simpático-respiratório. 
Expiração ativa. Função vascular. 
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ABSTRACT 

MAGALHÃES, Karolyne Silva. Lateral parafacial region neurons: 
electrophysiological characteristics, active expiration generation and 
modulation of sympathetic activity and cardiovascular function. Chapter III: 
Contribution of neurons in the lateral parafacial region to the expiratory modulation of 
sympathetic activity and cardiovascular function. 217 p. Thesis (Doctorate) – School 
of Medine of Ribeirão Preto, Ribeirão Preto, 2023. 
 
The respiratory cycle at rest has an active inspiratory phase, while the expiratory phase 
is passive from a mechanical point of view. Active expiration (AE) is recruited under 
increased respiratory demand, resulting in an essential compensatory mechanism to 
increase pulmonary ventilation. Several studies have shown that neurons in the lateral 
parafacial (pFL) region are important for generating AE and that AE increases 
sympathetic activity under conditions of high respiratory demand. It is known that pre-
sympathetic neurons in the rostral ventrolateral medulla (RVLM), modulated by 
respiration, contribute to sympathetic vasomotor activity.  In addition, RVLM neurons 
increase their activity simultaneously with AE under conditions of increased respiratory 
demand. However, the involvement of pFL neurons in the control of cardiovascular 
function is still unknown. In this chapter, we investigated the involvement of pFL 
neurons in the expiratory modulation of RVLM pre-sympathetic neurons and 
sympathetic activity, and consequently in the cardiovascular function of rats. To this 
end, pFL neurons of rats were activated using optogenetics and pharmacogenetics, in 
in situ, in vitro and in vivo experiments, after transfection with adeno-associated viral 
vector (AAV) to express channelrhodopsin 2 (ChR2) or Designer Receptors 
Exclusively Activated by Designer Drugs (DREADDs) - HM3D(Gq). Photostimulation 
produced an increase in the activity of neurons in the pFL region expressing ChR2, as 
well as evoked AE and changed the respiratory pattern [reduced respiratory rate (fR) 
and duration of inspiration (DI) and increased duration of expiration (DE)] of in situ 
preparations from rats. In addition, photostimulation of neurons in the pFL region was 
able to increase sympathetic activity simultaneously with AE, the amplitude of 
respiratory modulation of blood pressure (Traube-Hering waves) and evoked 
expiratory modulation of catecholaminergic presympathetic neurons in the RVLM. 
Regarding the pharmacogenetic experiments, in vitro recordings in acute medullary 
slices confirmed that clozapine N-oxide (CNO) superfusion activated neurons in the 
pFL region expressing HM3D(Gq). In in vivo experiments using unanesthetized rats, 
intraperitoneal injection of CNO decreased DI and increased DE, but did not affect the 
fR of rats expressing HM3D(Gq) in neurons of the pFL region. In addition, CNO 
increased systolic blood pressure, diastolic blood pressure and mean arterial pressure, 
but did not change the heart rate. On the other hand, the CNO vehicle did not produce 
respiratory or cardiovascular changes in rats expressing HM3D(Gq) in neurons of the 
pFL region. Finally, CNO was unable to affect the cardiovascular parameters of rats 
that did not express HM3D(Gq) in neurons of the pFL region. Taken together, these 
data indicate that pFL neurons contribute to expiratory modulation of RVLM 
catecholaminergic pre-sympathetic neurons and sympathetic activity, as well as 
vascular function in rats. 
 
Keywords: Lateral parafacial region. Sympathetic-respiratory coupling. Active 
expiration. Vascular function. 
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1. INTRODUÇÃO 

O ciclo respiratório em repouso apresenta uma fase inspiratória ativa, enquanto 

que a expiração é um processo passivo do ponto de vista mecânico (DEL NEGRO; 

FUNK; FELDMAN, 2018; SMITH, 2022). A expiração ativa (AE) é recrutada com o 

aumento da demanda respiratória, resultando em um mecanismo compensatório 

essencial para aumentar a ventilação pulmonar (JENKIN; MILSOM, 2014). Uma série 

de estudos tem demonstrado que neurônios da região pFL são importantes para gerar 

a AE em resposta ao aumento da demanda respiratória como em situações de 

hipercapnia/acidose e hipóxia (ABDALA et al., 2009b; JANCZEWSKI; FELDMAN, 

2006; MORAES; ZOCCAL; MACHADO, 2012c).  

A interação entre os sistemas respiratório e cardiovascular tem sido estudada 

desde a segunda metade do século XIX, a qual observou-se inicialmente oscilações 

respiratórias da pressão arterial, posteriormente denominadas ondas Traube-Hering 

(THW) (HERING, 1869; TRAUBE, 1865). Essas oscilações provêm de contrações 

fásicas da vasculatura arterial devido à atividade rítmica do sistema autonômico 

simpático (BRONK et al., 1936). Parte da atividade rítmica do sistema simpático é 

devido ao acoplamento simpático-respiratório, caracterizado pela modulação 

respiratória da atividade simpática, a qual foi observada pela primeira vez em 1932 

por Adrian e Bronk. Esses autores observaram aumento da atividade simpática 

cervical no final da inspiração (Insp) em coelhos anestesiados (ADRIAN; BRONK; 

PHILLIPS, 1932). Na década de 80, observou-se que os nervos simpáticos cervicais 

e lombares apresentam oscilações rítmicas durante a pós-inspiração (post-I), com 

diminuição da atividade durante a Insp, em ratos anestesiados e vagotomizados, 

sugerindo que a modulação respiratória da atividade simpática é gerada no sistema 

nervoso central (HASELTON; GUYENET, 1989; NUMAO et al., 1987). De fato, anos 

mais tarde, observou-se que a apneia de origem central foi capaz de diminuir a 

atividade do nervo simpático torácico (tSN), associada à redução da pressão arterial 

e eliminação das THW (SIMMS et al., 2009). Simms e colaboradores (2009) 

observaram que a restauração da eupneia foi capaz de restaurar a modulação 

respiratória do tSN, com aumentos dos níveis da pressão arterial e 

reestabelecimento das ondas de THW. Sendo assim, a interação entre esses dois 

sistemas é importante para garantir a perfusão adequada de O2 e nutrientes para o 
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organismo, bem como garantir a eliminação de CO2 e metabólitos (SIMMS et al., 

2010; ZOCCAL; PATON; MACHADO, 2009).  

É bem estabelecido que o bulbo rostral ventrolateral (RVLM) contém 

neurônios pré-simpáticos bulbo-espinhais catecolaminérgicos (C1) e não 

catecolaminérgicos (KANJHAN et al., 1995; MORAES et al., 2013; SCHREIHOFER; 

GUYENET, 1997; STORNETTA et al., 2002). Ambos os neurônios C1 e não C1 são 

glutamatérgicos, mas somente os neurônios C1 são adrenérgicos (HOKFELT et al., 

1974), e alguns expressam o fator de transcrição Phox2b (ABBOTT et al., 2013; 

MARINA et al., 2010). Os neurônios pré-simpáticos do RVLM projetam-se 

diretamente para neurônios simpáticos pré-ganglionares localizados na coluna 

intermédio lateral da medula espinhal, que por sua vez, são responsáveis pela 

atividade vasomotora simpática (DAMPNEY et al., 2003; GUYENET; STORNETTA, 

2022). Na década de 80, Dampney e colaboradores observaram que a excitação dos 

neurônios do RVLM, por meio de microinjeções de glutamato de sódio ou 

estimulação elétrica, foi capaz de aumentar a pressão arterial (DAMPNEY, 1981; 

DAMPNEY et al., 1982). Por outro lado, microinjeções de GABA, ou a lesão bilateral 

do RVLM, causaram redução da pressão arterial e bradicardia (ROSS et al., 1984). 

Anos mais tarde, por meio de registros intracelulares e  extracelulares, observou-se 

diferentes subtipos de neurônios pré-simpáticos no RVLM, os quais apresentavam 

diferentes padrões de frequência de potenciais de ação de acordo com fase do ciclo 

respiratório (HASELTON; GUYENET, 1989; MORAES et al., 2013). Entre os 

diferentes padrões de atividade observados nos neurônios do RVLM, alguns deles 

aumentam sua atividade na Insp/post-I, podendo assim determinar o padrão de 

modulação respiratória em vários ramos dos nervos vasomotores simpáticos 

(HASELTON; GUYENET, 1989; MACHADO; ZOCCAL; MORAES, 2017; MORAES 

et al., 2013; NUMAO et al., 1987). 

Os diferentes padrões de modulação respiratória observados nos neurônios 

do RVLM podem ser explicados pela transmissão sináptica direta de diferentes 

neurônios respiratórios. Dessa forma, existem algumas evidências sobre a origem 

da modulação respiratória da atividade simpática (Figura 1). Recentemente, Menuet 

e colaboradores identificaram que a modulação inspiratória dos neurônios pré-

simpáticos do RVLM parece ser mediada pela transmissão sináptica direta dos 

neurônios do complexo pré-Bötzinger (preBötC). Neste sentido, a fotoinibição dos 
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neurônios do preBötC reduziu a atividade vasomotora simpática (MENUET et al., 

2020). Adicionalmente, em condições basais, os neurônios localizados na região 

dorsolateral da ponte desempenham um papel importante nas oscilações 

respiratórias da atividade simpática. Baekey e colaboradores (2010) observaram que 

transecções pontino-bulbares eliminaram a modulação respiratória da atividade 

simpática. Esses autores sugeriram que os neurônios localizados na região 

dorsolateral da ponte podem modular diretamente a atividade dos neurônios pré-

simpáticos do RVLM via transmissão sináptica excitatória direta (BAEKEY et al., 

2010).  

O acoplamento simpático-respiratório aumenta em condições de desafios 

respiratórios, tais como durante a hipercapnia (MOLKOV et al., 2011), hipóxia aguda 

(BRAGA et al., 2007; DICK et al., 2004; MORAES et al., 2012),  e hipóxia crônica 

intermitente (CIH) (MORAES; ZOCCAL; MACHADO, 2012a; ZOCCAL et al., 2008), 

para gerar um ajuste acoplado dos sistemas cardiovascular e respiratório nessas 

condições. Como dito anteriormente, essas condições experimentais recrutam a AE 

e produzem aumento simultâneo na atividade vasomotora simpática no final da 

segunda fase da expiração (E2) (MOLKOV et al., 2011; MORAES; ZOCCAL; 

MACHADO, 2012a; ZOCCAL et al., 2008). Essa alteração no padrão da modulação 

respiratória da atividade vasomotora simpática também aumenta a amplitude das 

THW (MORAES et al., 2012). Além disso, os neurônios pré-simpáticos do RVLM de 

ratos expostos à CIH apresentam aumento na frequência dos potenciais de ação e 

na excitação sináptica excitatória simultaneamente com a AE (MORAES et al., 

2013). Em conjunto, esses dados sugerem que os neurônios expiratórios da região 

pFL envolvidos na geração da AE modulam os neurônios pré-simpáticos do RVLM 

de ratos em condições de desafios respiratórios (MACHADO; ZOCCAL; MORAES, 

2017; MOLKOV et al., 2011).  
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Figura 1. Padrão respiratório e atividade simpática de ratos e modelo esquemático dos possíveis 
núcleos respiratórios e simpático do tronco encefálico envolvidos com a geração da modulação 
respiratória da atividade simpática. Registros integrados e originais das atividades dos nervos 
laríngeo recorrente (RLN), simpático (SN), abdominal (AbN) e frênico (PN) de preparações in situ de 
um rato mantido em normóxia (A) e um rato exposto a hipóxia crônica intermitente (CIH) (B), mostrando 
as três fases do ciclo respiratório: inspiração (Insp, em azul), pós-inspiração (post-I, em rosa) e segunda 
fase da expiração (E2, em verde). Observe a presença da atividade motora elevada no final da E2 no 
AbN - expiração ativa (AE) – e a simpato-excitação simultânea no SN em ratos expostos à CIH. (C) 
Representação esquemática de um corte sagital do tronco encefálico de rato contendo as regiões 
envolvidas na geração central do padrão respiratório e da atividade vasomotora simpática. Os núcleos 
envolvidos com a geração da Insp (Complexo preBötzinger – preBötC), post-I (Kölliker-Fuse - KF e 
Complexo Pós-Inspiratório – PiCo) e da AE (região parafacial lateral – pFL) estão destacados em azul, 
rosa e verde, respectivamente. Já a atividade vasomotora simpática é dependente da atividade dos 
neurônios pré-simpáticos localizados no bulbo rostral ventrolateral (RVLM). Propõe-se que a 
modulação Insp e post-I da atividade simpática é dependente das projeções dos neurônios do preBötC 
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e do KF com os neurônios pré-simpáticos do RVLM. Por outro lado, em condições de aumento da 
demanda respiratória, ou condições patológicas como no modelo de CIH, acredita-se que a modulação 
expiratória da atividade simpática é dependente dos neurônios expiratórios da região pFL (BAEKEY et 
al., 2010; MACHADO; ZOCCAL; MORAES, 2017; MENUET et al., 2020; MOLKOV et al., 2011). BötC: 
Complexo Bötzinger, cVRG: Grupo respiratório ventral caudal, NA: Núcleo Ambíguos, NTS: Núcleo do 
Trato Solitário, PB: Núcleo Parabraquial, pFV/RTN: Região parafacial ventral/Núcleo Retrotrapezóide, 
rVRG: Grupo respiratório ventral rostral, VII: Núcleo motor facial, XII: Núcleo Hipoglosso. 
 

 

   

O acoplamento simpático-respiratório anormal pode ter implicações 

patológicas, como no desenvolvimento da hipertensão arterial (MACHADO; ZOCCAL; 

MORAES, 2017; MORAES; MACHADO; ZOCCAL, 2014). Por exemplo, indivíduos 

que sofrem de apneia obstrutiva do sono (OSA), os quais são expostos à episódios 

de CIH, apresentam alteração da modulação respiratória da atividade simpática, 

observada no deslocamento do pico da atividade simpática ao longo do ciclo 

respiratório, e podem desenvolver hipertensão arterial (DEMPSEY et al., 2010). 

Adicionalmente, indivíduos pré-hipertensos apresentam aumento da modulação 

respiratória da pressão arterial (MENUET et al., 2017). Considerando que as 

alterações na modulação expiratória da atividade vasomotora simpática afetam os 

níveis de pressão arterial e podem contribuir com o desenvolvimento da hipertensão 

arterial, torna-se essencial investigar a origem da modulação expiratória da atividade 

simpática. Considerando seu papel na geração da AE, é fundamental investigar o 

papel dos neurônios da região pFL na modulação da atividade simpática e da função 

cardiovascular. Neste capítulo, levantamos a hipótese de que a ativação dos 

neurônios da região pFL produz modulação expiratória dos neurônios pré-simpáticos 

do RVLM e da atividade simpática, determinando assim a função vascular de ratos. 

Os dados obtidos podem ajudar a esclarecer o papel dos neurônios da região pFL 

como possível substrato patológico para o desenvolvimento de distúrbios 

cardiovasculares, como a hipertensão arterial. 
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2. OBJETIVOS 

2.1.  Objetivo geral 

Avaliar os efeitos da ativação dos neurônios da região pFL sobre o padrão 

respiratório, a atividade dos neurônios pré-simpáticos do RVLM, a atividade 

simpática, pressão arterial e frequência cardíaca de ratos.  

 

2.2. Objetivos específicos 

2.2.1. Investigar o efeito da ativação dos neurônios da região pFL no padrão 

respiratório de preparações in situ ratos. 

2.2.2. Investigar o efeito da ativação dos neurônios da região pFL na atividade 

simpática e nas THW de preparações in situ ratos. 

2.2.3. Investigar o efeito da ativação dos neurônios da região pFL na atividade 

dos neurônios pré-simpáticos do RVLM de preparações in situ ratos. 

2.2.4. Investigar o efeito da ativação dos neurônios da região pFL nos 

parâmetros respiratórios de ratos não anestesiados com livre 

movimentação. 

2.2.5. Investigar o efeito da ativação dos neurônios da região pFL nos 

parâmetros cardiovasculares de ratos não anestesiados com livre 

movimentação. 
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3. MÉTODOS 

3.1. Animais e aprovação ética 

  Utilizamos 39 ratos machos Wistar (25 nos estudos in situ, 3 nos estudos in 

vitro e 11 nos estudos in vivo; 4 semanas de idade) provenientes do Serviço de 

Biotério do Campus de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (USP), Brasil. 

O Comitê de Ética da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de 

São Paulo, aprovou todos os protocolos de Experimentação Animal (nº 3/2019). Os 

animais foram alojados em um ciclo claro/escuro de 12 horas a uma temperatura 

constante (22 ± 1 °C) com acesso ad libitum a ração padrão para ratos e água. 

 

3.2. Vetores virais 

 Nos experimentos com preparações in situ, o vírus adeno-associado (AAV) 

que expressa a channelrhodopsin 2 (ChR2), e a proteína fluorescente YFP, sob o 

controle do promotor sinapsina (Syn-ChR2-YFP) foi produzido, caracterizado e 

titulado na Addgene (Watertown, MA, USA). A ChR2 é um canal para cátion não 

seletivo capaz de absorver a luz no comprimento de onda de 473 nm, causando uma 

mudança conformacional que permite o influxo de cátions. Quando expressos em 

neurônios, sua abertura gera rápida despolarização, que pode desencadear 

potenciais de ação (CARTER et al., 2022). Um AAV que expressa a YFP sob o 

controle do promotor sinapsina, mas não expressa a proteína sensível à luz (Syn-

YFP, Addgene), também foi usado para os experimentos controle. Em experimentos 

in vitro e in vivo, utilizamos o AAV para expressar os receptores projetados para 

ativação exclusiva por drogas projetadas (DREADDs), e a proteína fluorescente 

mCherry, também sob o controle do promotor sinapsina (Syn-HM3D(Gq)-mCherry; 

Addgene). O receptor HM3D(Gq) é uma modificação do receptor muscarínico M3 de 

humanos acoplado a proteína Gq. Dessa forma, a ativação da sua via de sinalização 

intracelular leva à excitabilidade neuronal, que pode desencadear potenciais de ação 

quando expressos em neurônios (CARTER et al., 2022). Um AAV que expressa 

mCherry sob o controle do promotor sinapsina, mas não expressa os DREADDs 

(Syn-mCherry, Addgene), também foi usado para os experimentos controle. 
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3.2.1. Expressão gênica na região pFL 

Para transfectar os neurônios da região pFL, ratos Wistar machos (50-60g – 3 

semanas) foram anestesiados com Cetamina (75 mg.kg-1i.p.) e Xilazina (5 mg.kg-1i.p.) 

(Agener União, São Paulo, SP, Brasil), tornando-os insensíveis a beliscões na cauda 

na pata. Os ratos foram colocados em um aparelho estereotáxico (David Kopf, 

Tujunga, CA, USA). Uma microinjeção unilateral (200 nL, durante 5 minutos) de Syn-

ChR2-YFP ou Syn-YFP para os experimentos in situ, Syn-HM3D(Gq)-mCherry ou 

Syn-mCherry, para os experimentos in vitro e in vivo, foi aplicada na região pFL 

(Picospritzer II; Parker Instruments, Hollis, NH, USA). As injeções foram feitas a -2,4 

mm caudal de Lambda, ± 2,1 mm lateral da linha média e -9,4 mm abaixo da superfície 

do cérebro. A pipeta foi deixada no local por 10 minutos após a injeção para minimizar 

o refluxo do vírus. A pele foi suturada no final da cirurgia e os ratos foram tratados 

com flunixina analgésica e antipirética (1 mg.kg-1; Banamine; Schering-Plow, São 

Paulo, SP, Brasil) e 0.1 ml de antibiótico veterinário (1.2 milhão de UI; Pentabiotic 

Veterinarian; Fort Dodge, Campinas, Brasil) por meio de injeções intramusculares. 

 

3.3. Experimentos in vitro 

3.3.1. Procedimentos Cirúrgicos 

21 dias após os procedimentos cirúrgicos para transfecção dos neurônios da 

região pFL com o AAV Syn-HM3D(Gq)-mCherry, os ratos foram profundamente 

anestesiados com isoflurano (5%; Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., 

Itapira, SP, Brasil), tornando-os insensíveis a beliscões na cauda na pata. Após serem 

decapitados com guilhotina, o tronco encefálico foi retirado rapidamente e transferido 

para uma solução de Ringer gelada (~0º C) contendo (em mM): 121 NaCl, 2.5 KCl, 1 

MgCl2, 1.25 NaH2PO4, 26 NaHCO3, 2 CaCl2, 20 glicose, constantemente saturada 

com 5% de CO2 e 95% de O2 para oxigenação e manutenção do pH em 7.4. Fatias 

coronais (250μm) do bulbo contendo a região pFL foram obtidas utilizando um 

vibrátomo (Leica VT 1200S, Nussloch, Alemanha). As fatias foram incubadas em 

solução de Ringer à 33º C por 30 minutos e depois permaneceram à 23º C até o final 

dos experimentos. As fatias foram transferidas para uma câmara de registro (70μl) e 

foram continuamente superfundidas (2 ml por minuto) com solução de Ringer 

contendo (em mM): 121 NaCl, 4 KCl, 1 MgCl2, 26 NaHCO3, 2 CaCl2, 10 glicose 

saturada com 5% de CO2 e 95% de O2.  
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3.3.2. Aquisição dos sinais eletrofisiológicos 

As fatias foram imobilizadas na câmara de registro por uma rede de fios de 

nylon montada sobre uma armação de platina e os neurônios da região pFL foram 

visualizados por meio de um microscópio (BX-51, Olympus, Tóquio, Japão) equipado 

com óptica de contraste de interferência diferencial e infravermelho (DIC-IR), 

acoplado a uma câmera sensível aos comprimentos de onda próximos ao 

infravermelho (C11440; ORCA-Flash 4.0, LT3, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, 

Japão), a qual estava conectada a um monitor de vídeo. Somente os neurônios da 

região pFL que apresentavam marcação para mCherry (comprimento de onda de 

excitação 597 nm e de emissão 610 nm; X-Cite 120LED Boost, Excelitas, CA, USA), 

ou seja, que expressavam o receptor HM3D(Gq), foram registrados durante os 

experimentos. O potencial de membrana em repouso (RMP), foi registrado por meio 

da técnica de whole-cell patch-clamp. Os eletrodos de borosilicato de vidro (O.D 1.5 

mm, I.D 0.86 mm, Sutter Instruments, CA, USA) foram confeccionados utilizando-se 

um estirador horizontal (P-97 Puller, Sutter Instruments) e preenchidos com solução 

contendo (em mM): 135 Gluconato de potássio, 10 KCl, 2 Mg-ATP, 0.25 Na-GTP, 1 

EGTA, 10 HEPES, 1 MgCl2, 0.3 CaCl2, pH 7.4 ajustada com KOH e resistência de 

ponta entre 4 e 5 MΩ. 

Foi aplicada pressão positiva no eletrodo de registro para evitar a adesão de 

impurezas. Após a ponta do eletrodo de registro encostar na membrana, a pressão 

positiva foi removida, e pressão negativa foi aplicada até que a configuração de whole 

cell fosse obtida. Os registros foram realizados após um período de estabilização de 

5 minutos após a obtenção da configuração de whole cell. Os sinais foram adquiridos 

(10 KHz; 2 KHz low pass) por um amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA, USA) conectado a um computador via a interface A/D (DIGIDATA 

1440, Molecular Devices). O software pClamp 10 (Molecular Devices) foi utilizado para 

a aquisição dos sinais.  

O RMP e a frequência dos potenciais de ação dos neurônios da região pFL 

foram avaliados antes e durante a superfusão de N-óxido de clozapina (CNO; 10 μM; 

Tocris Bioscience, Abingdon, UK) por 5 minutos na presença dos bloqueadores da 

transmissão sináptica rápida: picrotoxina (antagonista dos receptores GABAA; 30 μM; 

Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), estricnina (antagonista dos receptores 

glicinérgicos; 1 μM; Sigma-Aldrich), 6-cyano-7-nitroquinoxaline- 2,3-dione (CNQX; 

antagonista dos receptores AMPA/kainato; 10 μM; Sigma-Aldrich) e d-2-amino-5-
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phosphonovalerate (AP5; antagonista dos receptores NMDA, 20 μM; Sigma-Aldrich). 

O CNO foi dissolvido em Dimethyl sulfoxide (DMSO – 0.02%; Sigma-Aldrich) e então, 

diluído na solução de superfusão. 

 

3.3.3 Análise dos dados 

Os dados foram analisados utilizando o software Clampfit 10 (Molecular 

Devices). Para análise do RMP, aplicamos um histograma cumulativo (largura de 

caixa de 0.5s) dos valores do potencial de membrana nos últimos 30s dos registros 

antes e durante a superfusão de CNO (PIRES DA SILVA et al., 2016). A média da 

frequência dos potenciais de ação também foi obtida nos últimos 30s dos registros 

antes e durante a superfusão de CNO. 

 

3.4. Experimentos in situ 

3.4.1. Procedimentos Cirúrgicos 

Usando a preparação in situ conforme descrito anteriormente (PATON, 1996), 

os ratos foram profundamente anestesiados com isoflurano (5%), 21 dias após os 

procedimentos cirúrgicos para a transfecção dos neurônios da região pFL com os 

AAVs Syn-ChR2-YFP ou Syn-YFP. Após confirmar a ausência de respostas ao 

pinçamento da pata e a supressão da respiração, os ratos foram seccionados abaixo 

do diafragma, e a parte superior do corpo foi colocada em solução de Ringer gelada 

contendo (em mM): 125 NaCl, 24 NaHCO3, 3 KCl, 2.5 CaCl2, 1.25 MgSO4, 1.25 

KH2PO4 e 10 glicose. As preparações foram descerebradas e a superfície ventral do 

tronco cerebral foi exposta (DE BRITTO; MORAES, 2017; MAGALHÃES et al., 2021). 

As preparações foram transferidas para uma câmara de registro, e a aorta 

descendente foi canulada com um cateter de duplo lúmen. A preparação foi 

perfundida utilizando uma bomba peristáltica 502 s (Watson-Marlow, Falmouth, UK), 

com fluxo de 21-25 mL/min, com a solução de Ringer descrita anteriormente, saturada 

com 5% de CO2 e 95% de O2. O perfusato continha um agente oncótico (1.25% de 

polietilenoglicol; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e bloqueador neuromuscular 

(brometo de vecurônio, 3-4 μg/ml; Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda.). 

Para aumentar a pressão de perfusão (PP) foi adicionado 70μl de vasopressina (4μM; 

Sigma-Aldrich) ao perfusato. 
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3.4.2.  Aquisição dos sinais eletrofisiológicos 

Todos os registros dos nervos motores (1700 amplifier; A-M Systems, Sequim, 

WA, USA) foram obtidos com eletrodos de vidro de sucção bipolar conectados a 

micromanipuladores (YOU-1, Narishige, Setagaya, Japan). O HN e o SLN foram 

dissecados no nível cervical, seccionados e suas atividades eferentes registradas. O 

nervo abdominal (AbN) foi isolado dos músculos retro-abdominais no nível torácico 

(T12), seccionado distalmente e sua atividade registrada, enquanto o nervo frênico 

(PN) foi registrado no lado esquerdo da caixa torácica. O tSN foi registrado na cadeia 

simpática torácica ao nível de T8-T12. Os nervos motores respiratórios e simpático 

foram registrados em unidades absolutas (μV). A PP foi registrada por um dos lúmens 

do cateter de perfusão conectado a um transdutor de pressão (Modelo PT 300; Grass, 

MA, USA). 

Os registros extracelulares de célula única às cegas dos neurônios da região 

pFL e dos neurônios C1 do RVLM foram obtidos (Axopatch-200B) com eletrodos de 

vidro (10-30 MΩ), conforme descrito anteriormente (MORAES et al., 2012; MORAES; 

ZOCCAL; MACHADO, 2012b). Analisamos as alterações na frequência dos 

potenciais de ação dos neurônios da região pFL e C1 em resposta à fotoestimulação 

dos neurônios da região pFL utilizando a optogenética (ver abaixo). Nessa abordagem 

experimental, foi possível registrar as alterações no campo elétrico devido às 

correntes iônicas envolvidas na gênese do potencial de ação. Os eletrodos foram 

conectados a um micromanipulador (PatchStar; Scientifica, Uckfield, UK) e, em 

seguida, posicionados em direção à região correspondente (pFL ou RVLM) na 

superfície ventral do bulbo sob controle visual (Microscópio; Seiler, St Louis, MO, 

USA) com base em referências anatômicas (corpo trapezoide, raízes do nervo 

hipoglosso e artéria basilar) e coordenadas da região pFL (DE BRITTO; MORAES, 

2017; MAGALHÃES et al., 2021) e do RVLM (DA SILVA et al., 2022), conforme 

descrito anteriormente. O traçador neural biocitina (Molecular Probes, Eugene, OR, 

USA) foi usado (1.5% na solução de pipeta) para marcação justacelular dos neurônios 

registrados (pulsos de 200 ms, 1,0-4,0 nA em 2,5 Hz por 1-5 min). A frequência dos 

potenciais de ação dos neurônios da região pFL em resposta a fotoestimulação de 

curta duração foi avaliada na presença dos bloqueadores da transmissão sináptica 

rápida descritos acima: picrotoxina, estricnina, CNQX e AP5.  

Todos os sinais foram amplificados, filtrados (0.1 - 5 KHz) e adquiridos (PP: 0.5 

KHz; Nervo: 5KHz; Neurônio: 10KHz), utilizando um conversor analógico/digital (CED 
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1401; Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK), em um computador com o 

software Spike 2 (Cambridge Electronic Design).  

 

3.4.3. Estimulação optogenética 

Uma fibra óptica (núcleo de 400 μm; Thorlabs, Newton, NJ, USA) conectada a 

um LED de 470 nm (M470F3; Thorlabs) foi posicionada na região pFL para estimular 

os neurônios transfectados. Um medidor de luz (medidor de potência de fibra PM20A; 

Thorlabs) foi usado para medir a intensidade da luz, ajustada em 10 mW. O protocolo 

de estimulação optogenética consistiu em pulsos de 10 ms, com frequência de 20 Hz, 

durante 0.2, 0.25 ou 20s. 

 

3.4.4. Análise dos dados 

As atividades dos nervos motores respiratórios e simpático registrados foram 

analisadas em sinais retificados e integrados (constante de tempo de 50 ms), usando 

o software Spike 2, nas diferentes fases do ciclo respiratório (DE BRITTO; MORAES, 

2017). A atividade basal do PN foi avaliada por sua frequência (frequência respiratória 

- fR), duração (duração da inspiração - DI) e amplitude (μV). Os intervalos de tempo 

entre as atividades do PN foram considerados como duração da expiração (DE). A 

duração da pré-inspiração (pre-I) do SLN e do HN foi analisada por sua relação com 

o início da atividade do PN. A duração da atividade pós-inspiratória do SLN também 

foi quantificada. A AE foi determinada quando a atividade do AbN no final da segunda 

fase da expiração (E2) foi maior (μV) do que a sua atividade na pós-inspiração (post-

I), e a sua amplitude foi determinada em μV. A atividade do tSN em cada fase do ciclo 

respiratório foi obtida pela medida individual da área sob a curva e normalizada pela 

área total das três fases respiratórias juntas. Neste caso, a expiração foi dividida em 

duas fases de durações semelhantes (post-I e E2) devido à ausência do registro da 

atividade pós-inspiratória no SLN. A amplitude das THW foi analisada pela diferença 

entre os níveis mais baixos e mais altos da PP ao longo da inspiração e expiração. A 

frequência dos potenciais dos ação dos neurônios da região pFL e pré-simpáticos do 

RVLM também foi analisada. As variáveis descritas acima foram analisadas e 

reportadas ao longo de 20s antes, durante e depois à fotoestimulação dos neurônios 

da região pFL.  

Para a análise da fotoestimulação dos neurônios da região pFL nas diferentes 

fases do ciclo respiratório, separamos duas frações do ciclo respiratório total (0-360º), 
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sendo a fase inspiratória correspondente à 0 a 120° e expiratória à 121 a 360°. 

Realizamos protocolos de fotoestimulação por 0.25s e agrupamos as respostas a 

cada 45º para facilitar a análise. Para análise do efeito da fotoestimulação nas 

diferentes fases da respiração na duração do ciclo respiratório, na DI e DE, 

analisamos estas variáreis, nas diferentes fases da respiração, no ciclo respiratório 

em que houve a fotoestimulação (N), bem como no ciclo respiratório imediatamente 

anterior (N-1). Sendo assim, os dados estão reportados como N:N-1 (Figura 6, painéis 

C a E). As alterações do tSN (%) e da AE (%) em resposta à fotoestimulação (0.25s) 

dos neurônios da região pFL nas diferentes fases do ciclo respiratório foram 

analisadas durante o período de fotoestimulação e apresentadas como o delta de 

variação comparado com o mesmo período do ciclo respiratório de mesma duração 

imediatamente antes da fotoestimulação (Figura 6, painel F). As alterações na 

frequência dos potenciais de ação dos neurônios da região pFL também foram 

reportadas como o delta de variação comparada com o período de mesma duração 

imediatamente antes da fotoestimulação (20s). 

 

3.4.5. Histologia e imunofluorescência 

No final dos experimentos, o tronco encefálico das preparações transfectadas 

foi removido e fixado em 4% de paraformaldeído (PFA - Sigma-Aldrich) durante 24 h. 

Em seguida, os troncos encefálicos foram transferidos para uma solução de sacarose 

a 30%. Foram realizados cortes coronais (50 μm de espessura) em toda a região do 

pFL e do RVLM. Os cortes foram coletados em uma solução crioprotetora [0.1 M 

solução de salina tamponada com fosfato (PBS), 0.3% etileno glicol e 0.2% glicerol] e 

armazenado à 20º C antes do processamento. Os cortes foram bloqueados e 

permeabilizados em PBS (0.1 M) contendo 5% de albumina de soro bovino fetal 

(Sigma-Aldrich) e 0.1% de Triton X-100 por 1 hora em temperatura ambiente. Após 

três lavagens com PBS, os cortes foram incubados com os anticorpos primários anti-

GFP de galinha (1:5000; Abcam; Cambridge, MA, USA), anti-Phox2b de coelho 

(1:800; doação de J.-F. Brunet, Ecole Normale Supèrieure, Paris, França) e anti-TH 

de camundongo (1:1000; Millipore, Burlington, MA, USA) por 24 h em temperatura 

ambiente. Após três lavagens com PBS, os cortes foram incubados com os anticorpos 

secundários anti-galinha de cabra conjugado com Alexa 488 (1:1000; Molecular 

Probes), anti-camundongo de burro conjugado com Alexa 647 (1:1000; Molecular 

Probes), anti-coelho de burro conjugado com Alexa 543 e estreptavidina conjugada 
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com Alexa 405 (1:1000; Molecular Probes) por 4 h em temperatura ambiente. Os 

cortes foram lavados três vezes em PBS e montados em Fluoromount (Sigma-

Aldrich). As imagens foram capturadas em um microscópio confocal Leica TCS SP5 

equipado com lasers de 405, 488, 543 e 633 nm e detecção de comprimento de onda 

de emissão ajustável. A análise da localização dos neurônios transfectados na região 

pFL (12 a 11 mm caudal ao Bregma), e dos neurônios registrados na região pFL e no 

RVLM, foi feita em cada rato. 

 

3.5. Experimentos in vivo 

3.5.1. Implante dos eletrodos para registro da atividade do músculo 

diafragma 

O eletromiograma (EMG) do músculo diafragma (DiaEMG) foi utilizado para 

avaliar as atividades inspiratória e expiratória dos ratos. 21 dias após os 

procedimentos cirúrgicos para transfecção dos neurônios da região pFL com os AAVs 

Syn-HM3D(Gq)-mCherry ou Syn-mCherry, os animais foram submetidos a um 

procedimento cirúrgico para implantar eletrodos bipolares de aço inoxidável 

revestidos de teflon (Tipo 316, A-M Systems). Depois de verificar a profundidade da 

anestesia (mistura de cetamina/xilazina; i.p.), pinçando a pata, os eletrodos foram 

implantados no músculo diafragma por meio de uma incisão na região direita do 

abdômen. Os fios foram posicionados sob a pele dos animais, entre as escápulas, e 

conectados a uma tomada elétrica, conforme descrito anteriormente (MORAES et al., 

2013). Como anteriormente, o analgésico e antipirético flunixina foi administrado ao 

final desse procedimento cirúrgico. 

 

3.5.2. Implante de cateter arterial 

7 dias após o implante dos eletrodos no músculo diafragma, realizamos a 

cirurgia de implantação de cateter na artéria femoral. Um cateter de polietileno (Tubo 

PE-10 conectado ao tubo PE-50; Clay Adams, Parsippany, NJ, USA) foi inserido na 

aorta femoral para registrar a pressão arterial pulsátil (PAP). A extremidade externa 

da cânula foi ocluída com um pino de metal para evitar o fluxo sanguíneo. Um 

trocanter foi utilizado para acomodar o cateter subcutaneamente e exteriorizá-lo entre 

as escápulas, onde foi suturada à pele. Após a cirurgia, repetimos o tratamento 

descrito na seção acima. 

 



104 
 

3.5.3. Registro dos parâmetros cardiovasculares e do DiaEMG 

Um dia após o implante do cateter arterial, realizamos registros simultâneos 

dos parâmetros cardiovasculares e do DiaEMG por dois dias consecutivos em animais 

não anestesiados com livre movimentação. Cada rato foi mantido em uma caixa de 

armazenamento e alocado em uma sala de registro para adaptação 1 hora antes dos 

registros. Em seguida, fios finos e flexíveis foram gentilmente conectados ao soquete 

e ao amplificador (Animal Bio Amp FE136; ADInstruments, Bella Vista, NSW, 

Austrália), para medida do DiaEMG, e a cânula arterial foi conectada a um transdutor 

de pressão (MLT0380; ADInstruments), que, por sua vez, foi conectado a um 

amplificador (Bridge Amp ML221; ADInstruments). O sinal do DiaEMG foi filtrado por 

passagem de banda de 0.3 a 5KHz. Todos os sinais foram adquiridos por um sistema 

de aquisição (PAP: 1kHz; DiaEMG: 5kHz; PowerLab 4/25 ML845; ADInstruments), por 

meio do software LabChart (v.7; ADInstruments). A PAP e o DiaEMG foram 

registrados simultaneamente por pelo menos 30 minutos para obter os valores em 

condições basais. Posteriormente, todos os ratos receberam injeções intraperitoneais 

(i.p.) de CNO (1mg/kg), para ativar os HM3D(Gq) ou de DMSO (0.02% - veículo do 

CNO) em dias alternados e em ordem aleatória. Em seguida, medimos os parâmetros 

descritos acima aos 30, 45 e 60 minutos após as injeções de CNO ou DMSO. 

 

3.5.4. Análise dos dados 

O DiaEMG foi registrado em unidades absolutas (µV), e as análises foram 

realizadas em sinais retificados e integrados (constante de tempo de 50 ms) usando 

o software Spike 2. A frequência respiratória (fR) foi avaliada pela atividade do 

DiaEMG. A DI foi definida pela duração da atividade do DiaEMG, enquanto os 

intervalos entre as atividades do DiaEMG definiram a DE. A amplitude do DiaEMG 

foi definida como amplitude inspiratória. Os valores de pressão arterial sistólica 

(SAP), pressão arterial diastólica (DAP), pressão arterial média (MAP) e frequência 

cardíaca (HR) foram derivados dos sinais da PAP por meio do software LabChart. 

Os parâmetros respiratórios e cardiovasculares foram analisados em trechos de 30s 

em condições basais, 30, 45 e 60 min após as injeções de CNO ou DMSO.  

 

 

 

3.5.5. Histologia e imunofluorescência 
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No final dos experimentos, os ratos foram perfundidos com PBS (0.1M) e 4% PFA. 

Os troncos encefálicos foram removidos e fixados em 4% PFA por 24 h. A seguir, 

foram transferidos para uma solução de sacarose a 30%. Foram realizados cortes 

coronais (50 μm de espessura) em toda a região do pFL. Os cortes foram coletados 

em uma solução crioprotetora, como descrito acima, e armazenado à 20º C antes do 

processamento. Os cortes foram bloqueados e permeabilizados em PBS (0.1 M) 

contendo 5% de albumina de soro bovino fetal e 0.1% de Triton X-100 por 1 hora em 

temperatura ambiente. Após três lavagens com PBS, os cortes foram incubados com 

os anticorpos primários anti-ChAT de cabra (1:250; Millipore) e anti-mCherry de 

camundongo (1:1000; Millipore) por 24h em temperatura ambiente, para confirmar a 

transfecção dos neurônios da região pFL (Syn-HM3D(Gq)-mCherry ou Syn-mCherry). 

Após três lavagens com PBS, os cortes foram incubados com os anticorpos 

secundários anti-cabra de burro conjugada com Alexa 488 (1:250; Molecular Probes) 

e anti-camundongo de burro conjugada com Cy5 (1:250; Abcam), por 4 h em 

temperatura ambiente. As seções foram lavadas três vezes em PBS e montadas em 

Fluoromount (Sigma). As imagens foram capturadas em um microscópio confocal 

Leica TCS SP5 equipado com lasers de 488 e 633 nm e detecção de comprimento de 

onda de emissão ajustável. A análise da localização dos neurônios transfectados na 

região pFL (12 a 11 mm caudal ao Bregma) foi feita em cada rato. 

 
3.6. Análise estatística 

  Os resultados estão apresentados como média ± desvio padrão. A distribuição 

dos dados foi testada utilizando o teste de normalidade Shapiro-Wilk antes da 

comparação pela análise do teste paramétrico ANOVA One-way (com medidas 

repetidas) e pós-teste de Bonferroni ou do teste não-paramétrico de Friedman e pós 

teste de Dunn de acordo com o protocolo experimental (GraphPad Prism 8, 

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). O nível de significância adotado foi de 

p<0.05. 

 

 

 

 

 

 



106 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados



107 
 

4. RESULTADOS 

4.1. Experimentos in situ 

4.1.1. Transfecção de neurônios da região pFL 

  Para verificar se os neurônios localizados no pFL foram efetivamente 

transfectados, analisamos a superfície ventral do bulbo, de 20 ratos transfectados 

com ChR2-YFP e 5 ratos transfectados com YFP, de 12 a 11 mm caudal ao Bregma. 

Analisamos a região ao redor do núcleo motor facial, que incluía as regiões 

ventromedial e ventrolateral. A região se estendia do trato piramidal ao trato espinhal 

do trigêmeo (SP5), médio-lateralmente, e dorso-ventralmente da superfície ventral do 

bulbo até o aspecto dorsal do núcleo motor facial. O número de neurônios positivos 

para YFP, em torno do aspecto lateral do núcleo motor facial (utilizando o meio do 

núcleo motor facial como referência), foi de 118.8 ± 19.64 para ChR2-YFP e 134.8 ± 

23.31 para YFP por animal (Figura 2, painéis A e B), que inclui a região pFL. Apenas 

alguns neurônios da região ventromedial também expressaram YFP ao longo da 

região analisada (11.7 ± 4.32 para ChR2-YFP e 9.8 ± 3.34 para YFP).  

 

 

Figura 2. Transfecção dos neurônios da região pFL. Corte coronal do bulbo de um rato (11.8 mm 
caudal ao Bregma), transfectado com ChR2-YFP, mostrando a expressão da ChR2, por meio da 
análise da YFP (verde), nos neurônios da região pFL (A). Escala: 250 µm. D: dorsal. M: medial. vs: 
superfície ventral do bulbo. 7: núcleo motor facial. SP5: trato trigeminal espinhal. Dados agrupados do 
número de neurônios da região pFL de ratos transfectados com ChR2-YFP e YFP (B). Os números no 
eixo x indicam a distância em relação ao Bregma.  
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4.1.2. Fotoestimulação dos neurônios ChR2-YFP positivos da região pFL 

Analisamos o efeito da fotoestimulação durante 20s na atividade dos neurônios 

da região pFL. Encontramos dois tipos de neurônios na região pFL que foram 

excitados, com aumentos na frequência dos potenciais de ação, em resposta à 

fotoestimulação: i) neurônios que eram silentes em condições basais e que foram 

excitados com aumentos na frequência dos potenciais de ação (∆: 22.2 ± 3.55 Hz; 5 

neurônios de 5 animais) exclusivamente no final da E2, imediatamente antes do início 

da atividade do PN (Figura 3, painel A), e; ii) neurônios que eram tonicamente ativos, 

sem aparente modulação respiratória, e que foram excitados com aumentos na 

frequência dos potenciais de ação (∆: 20.77 ± 1.76 Hz; 7 neurônios de 7 animais), de 

forma sustentada, durante todo o período de fotoestimulação (Figura 3, painel C). 

Após o bloqueio da transmissão sináptica rápida, a fotoestimulação durante 0.2s 

evocou potenciais de ação durante todo o período, seguido de um período silente, em 

ambos os tipos de neurônios registrados (Figura 3, painéis Bi e Di). A magnificação 

de um período de fotoestimulação, após o bloqueio da transmissão sináptica rápida, 

mostrou que cada pulso de luz (10 ms) evocou um único potencial de ação, validando 

o protocolo de estimulação optogenética. Observe que os neurônios registrados, 

identificados pela presença da biocitina (em azul), expressam a YFP (em verde), e 

consequentemente a ChR2, mas não expressam Phox2B (em vermelho; Figura 3, 

painéis Bii e Dii). Esses dados demonstram que o protocolo de fotoestimulação 

aplicado excita os neurônios da região pFL ChR2-YFP-positivos, com a geração de 

um potencial de ação a cada pulso de luz. 
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Figura 3. Efeito da fotoestimulação na atividade dos neurônios do pFL. Registros integrado (ꭍ) e 
original da atividade do PN, registro extracelular, bem como da frequência instantânea dos potenciais 
de ação de um neurônio silente da região pFL (A), mostrando que a fotoestimulação da região pFL 
com pulsos de luz de 10 ms e 20 Hz por 20s evocou potenciais de ação no final da E2. Note na 
magnificação do registro extracelular em Bi que a fotoestimulação de curta duração (0.2s) evocou um 
potencial de ação para cada pulso de luz, seguido de um período silente, após o bloqueio da 
transmissão sináptica rápida.  Exemplo de um neurônio da região pFL silente (Bii) marcado com 
biocitina (azul), após o registro extracelular, expressando YFP (verde), mas não Phox2b (vermelho). 
Escala: 50 µm. D: dorsal. M: medial. vs: superfície ventral do bulbo. 7: núcleo motor facial. Registros 
integrado (ꭍ) e original da atividade do PN, registro extracelular, bem como da frequência instantânea 
dos potenciais de ação de um neurônio tonicamente ativo da região pFL (C), mostrando que a 
fotoestimulação da região pFL com pulsos de luz de 10 ms e 20 Hz por 20s aumentou a frequência 
dos potenciais de ação sem modulação respiratória. Note na magnificação do registro extracelular 
em Di que a fotoestimulação de curta duração (0.2s) evocou um potencial de ação para cada pulso 
de luz, seguido de um período silente, após o bloqueio da transmissão sináptica rápida. Exemplo de 
um neurônio da região pFL tonicamente ativo (Dii) marcado com biocitina (azul), após o registro 
extracelular, expressando YFP (verde), mas não Phox2b (vermelho). Escala: 50 µm. 
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4.1.3. Efeitos da fotoestimulação dos neurônios da região pFL no padrão 

respiratório 

A fotoestimulação dos neurônios da região pFL por 20s provocou alterações 

significativas no padrão respiratório das preparações in situ de ratos transfectados 

com ChR2-YFP (Figura 4, painéis A, Bi e Bii; 5 animais). Durante o período de 

fotoestimulação, observamos a redução da fR (0.21 ± 0.02 vs. 0.31 ± 0.02 Hz; 

p<0.001; Figura 4, painel C), mas não da amplitude do PN (29.54 ± 5.9 vs. 29.26 ± 

5.22 µV; p>0.99; Figura 4, painel D). Além disso, a fotoestimulação diminuiu a DI (0.67 

± 0.16 vs. 1.29 ± 0.08 s; p=0.0001; Figura 4, painel E), mas aumentou a DE (7.22 ± 

0.48 vs. 5.24 ± 0.24 s; p<0.0001; Figura 4, painel F), a amplitude da AE (13.33 ± 3.26 

vs. 3.1 ± 1.07 µV; p=0.0003; Figura 4, painel G), a duração pre-I do HN (0.52 ± 0.09 

vs. 0.21 ± 0.04 s; p=0.0003; Figura 4, painel H) e do SLN (0.5 ± 0.17 vs. 0.11 ± 0.02 

s; p=0.0009, Figura 4, painel I). Por outro lado, a duração da post-I do SLN (4.49 ± 0.2 

vs. 4.56 ± 0.26 s; p>0.99; Figura 4, painel J) não foi afetada pela fotoestimulação dos 

neurônios da região pFL. Esses dados demonstram que a fotoestimulação dos 

neurônios da região pFL evocou AE e alterações no padrão respiratório em 

preparações in situ de ratos semelhantes aquelas evocadas por desafios 

respiratórios, tais como a hipercapnia/acidose (ABDALA et al., 2009b; DE BRITTO; 

MORAES, 2017; MAGALHÃES et al., 2020; MOLKOV et al., 2010).  
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Figura 7 Efeito da fotoestimulação dos neurônios da região pFL no padrão respiratório. Registros 
integrados (ꭍ) e originais da atividade dos SLN, HN, AbN e PN antes e durante a fotoestimulação dos 
neurônios da região pFL durante 20s (10 ms; 20 Hz) em preparações in situ de ratos transfectados com 
o AAV Syn-ChR2-YFP (A). Note na média dos registros dos nervos respiratórios que a fotoestimulação 
dos neurônios da região pFL provocou a redução da frequência do PN e da DI, além de aumentos da 
DE, da amplitude da AE e da duração pre-I dos HN e SLN. Dados agrupados mostrando os efeitos da 
fotoestimulação dos neurônios da região pFL na frequência do PN (C; ANOVA One-way com medidas 
repetidas e pós-teste de Bonferroni), na amplitude do PN (D; ANOVA One-way com medidas repetidas 
e pós-teste de Bonferroni), na DI (E; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de 
Bonferroni), na DE (F; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni), na 
amplitude da AE (G; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni), na duração 
pre-I do HN (H; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni), na duração pre-I 
do SLN (I; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) e na duração post-I do 
SLN (J; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni). 
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4.1.4. Efeitos da fotoestimulação dos neurônios da região pFL na 

atividade simpática e na amplitude das ondas de Traube-Hering 

Após demonstrar que a ativação dos neurônios da região pFL evoca AE e 

alterações no padrão respiratório em preparações in situ de ratos, analisamos os 

efeitos da fotoestimulação destes neurônios durante 20s na atividade do tSN e na 

amplitude das THW (Figura 5, painel A; 5 animais). A fotoestimulação dos neurônios 

da região pFL provocou aumento da atividade do tSN durante a E2 (12.8 ± 4.98 vs. 

3.6 ± 1.1 %; p0=0.001; Figura 5, painéis Bi, Bii e E), mas não durante a Insp (51.88 ± 

13.94 vs. 55.63 ± 14.51 %; p=0.08; Figura 5, painéis Bi, Bii e C) ou a post-I (23.96 ± 

4.85 vs. 26.95 ± 4.85 %; p=0.07; Figura 5, painéis Bi, Bii e D). Além disso, a 

fotoestimulação dos neurônios da região pFL foi capaz de aumentar a amplitude das 

THW (9.29 ± 2.29 vs. 3.67 ± 1.19 %; p=0.001; Figura 5, painéis Bi, Bii e F). Esses 

dados demonstram que ativação dos neurônios da região pFL evoca a modulação 

expiratória, no final da E2, na atividade simpática, impactando na amplitude das THW.  
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Figura 8 Efeitos da fotoestimulação dos neurônios da região pFL na 
atividade simpática e na amplitude das THW. (A) Registros originais da PP 
e do PN, bem como, registros integrado (ꭍ) e original da atividade do tSN, 
mostrando os efeitos da fotoestimulação dos neurônios da região pFL, com 
pulsos de luz de 10 ms, 20 Hz durante 20 s, em preparações in situ de ratos 
transfectados com ChR2-YFP. Note nas médias dos registros da PP, do ꭍtSN 
e do PN antes (Bi) e durante a fotoestimulação (Bii) o aumento da amplitude 
das THW, além do aumento da atividade do ꭍtSN no final da E2. Dados 
agrupados mostrando os efeitos da fotoestimulação dos neurônios da região 
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pFL na atividade do tSN durante a Insp (C; ANOVA One-way com medidas 
repetidas e pós-teste de Bonferroni), durante a post-I (D; ANOVA One-way 
com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) e durante a E2 (E; ANOVA 
One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni), bem como na 
amplitude das THW (F; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste 
de Bonferroni). 

 

 

A seguir, investigamos se a fotoestimulação dos neurônios da região pFL é 

capaz de evocar a AE, e aumento simultâneo da atividade simpática, nas diferentes 

fases do ciclo respiratório (Figura 6, painel A; 5 animais transfectados com ChR2 e 5 

animais transfectados com YFP). A fotoestimulação dos neurônios da região pFL ao 

longo de 0.25s durante a Insp inibiu a atividade do PN e evocou a AE (recrutamento 

do AbN), com o aumento simultâneo do tSN (Figura 6, painéis A e Bi). A AE, e o 

aumento do tSN, também foram observados quando a fotoestimulação ocorreu 

durante a post-I ou a E2 (Figura 6, painéis A e Bii). Histogramas de fase (0-360º) 

representando o ciclo respiratório (Insp: 0-120º; expiração: 121-360º) demonstraram 

que a fotoestimulação dos neurônios da região pFL, ao longo do ciclo respiratório, 

reduziu tanto a duração do ciclo respiratório [(90º: 0.28 ± 0.11 vs. 1.05 ± 0.06; 

p<0.0001) (315º: 0.9 ± 0.1 vs. 1.08 ± 0.07; p=0.01) Figura 6, painéis A-C)] quanto a 

DE [(90º: 0.1 ± 0.05 vs. 1.04 ± 0.06; p<0.0001) (315º: 0.84 ± 0.14 vs. 1.06 ± 0.08; 

p=0.01); Figura 6, painéis A-Bii e E)] em preparações in situ de ratos transfectados 

com ChR2-YFP em comparação com preparações de ratos transfectados somente 

com a YFP. A DI só foi reduzida quando a fotoestimulação ocorreu durante a Insp 

[(90º: 0.24 ± 0.11 vs. 1.03 ± 0.05; p<0.0001) (315º: 0.89 ± 0.14 vs. 1.03 ± 0.07; p=0.1) 

Figura 6, painéis A-Bii e D)]. Interessantemente, observamos que as alterações (∆) na 

AE [(E2: 176.8 ± 18.32 %) (Insp: 172.3 ± 27.77 %) (post-I: 163.5 ± 22.47 %); p>0.99], 

e na atividade do tSN [(E2: 132.5 ± 12.5 %) (Insp: 119.5 ± 11.4 %) (post-I: 129.5 ± 

11.1 %); p=0.21, p>0.99 e p=0.4, respectivamente], em resposta a fotoestimulação 

dos neurônios da região pFL são semelhantes independentemente da fase do ciclo 

respiratório (Figura 6, painéis A-Bii e F; 6 animais).  

 



115 
 

 

Figura 9 Efeitos da fotoestimulação dos neurônios da região pFL nas diferentes 
fases do ciclo respiratório na AE e na atividade simpática. Registros integrados (ꭍ) e 
originais das atividades dos tSN, AbN e PN, de uma preparação in situ de rato transfectado 
com ChR2-YFP, mostrando os efeitos da fotoestimulação dos neurônios da região pFL 
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durante 0.25s (10 ms; 20 Hz) nas diferentes fases do ciclo respiratório (A). Note nas 
magnificações dos nervos respiratórios e simpático que a fotoestimulação de curta 
duração durante a Insp inibiu a atividade do PN e evocou a AE e aumentos simultâneos 
da atividade do tSN (Bi). A fotoestimulação durante a post-I ou E2 também evocou a AE e 
aumentos da atividade do tSN (Bii). Histogramas de fases do ciclo respiratório (0-360º) 
demonstrando os efeitos da fotoestimulação dos neurônios da região pFL durante a Insp 
(0 a 120º) e durante a expiração (121 a 360º) na duração do ciclo respiratório (C; ANOVA 
Two-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) na DI (D; ANOVA Two-way 
com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) e na DE (E; ANOVA Two-way com 
medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) nas preparações in situ de ratos 
transfectados com ChR2-YFP e YFP. Dados agrupados dos efeitos da fotoestimulação 
dos neurônios da região pFL na atividade dos AbN (AE) e tSN durante as diferentes fases 
do ciclo respiratório (F; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de 
Bonferroni). 

 

 
 
4.1.5. Efeitos da fotoestimulação dos neurônios da região pFL na 

atividade dos neurônios pré-simpáticos C1 do RVLM 

Analisamos os efeitos da fotoestimulação dos neurônios da região pFL, durante 

20s, na atividade dos neurônios pré-simpáticos C1 do RVLM (Figura 7, painel A). 

Registramos 6 neurônios no RVLM (6 animais) que apresentaram aumentos da 

frequência dos potenciais de ação durante a Insp, simultaneamente com a atividade 

do PN, como indicativo de neurônios pré-simpáticos catecolaminérgicos (C1), 

conforme demonstrado anteriormente (Moraes et al., 2013; Moraes et al., 2017). A 

fotoestimulação dos neurônios da região pFL provocou aumentos da frequência dos 

potenciais de ação (35.65 ± 4.08 vs. 21.83 ± 2.15 Hz; p=0.005) dos neurônios do 

RVLM com modulação na Insp, simultaneamente com aumento da atividade dos tSN 

e AbN (AE) no final da E2 (Figura 7, painéis A - C). Assim como descrito anteriormente 

(Moraes et al., 2013; Moraes et al., 2017), os neurônios do RVLM com modulação 

durante a Insp expressam TH (C1), mas não Phox2B (Figura 7, painel D). Analisamos 

também as projeções dos neurônios da região pFL transfectados com ChR2-YFP e 

observamos aposições próximas entre os botões axonais dos neurônios da YFP-

positivos provenientes da região pFL e o soma dos neurônios TH-positivos do RVLM 

(Figura 7, painel E). Esses dados demonstram que o aumento da modulação 

expiratória da atividade simpática e da amplitude das THW em resposta a 

fotoestimulação dos neurônios da região pFL são mediados pelas projeções para os 

neurônios pré-simpáticos C1 do RVLM. 
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Figura 10 Efeitos da fotoestimulação dos neurônios da região pFL na atividade dos 
neurônios pré-simpáticos do RVLM. Registros integrados (ꭍ) e originais das atividades 
dos tSN, AbN e PN e registro extracelular de um neurônio do RVLM, modulado pela Insp, 
antes e durante a fotoestimulação dos neurônios da região pFL durante 20s (10 ms; 20 
Hz) em uma preparação in situ de rato transfectado com ChR2-YFP (A). Observe, na 
média dos registros dos nervos respiratórios e do neurônio do RVLM antes (branco), e 
durante a fotoestimulação (azul), que a ativação dos neurônios da região pFL evocou a 
AE e aumento simultâneo da atividade do tSN e do neurônio do RVLM no final da E2 (B). 
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Dados agrupados mostrando os efeitos da fotoestimulação dos neurônios da região pFL 
na frequência dos potenciais de ação dos neurônios do RVLM com modulação na Insp (C; 
ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni). (D) Exemplo de um 
neurônio do RVLM registrado, com modulação na Insp, marcado com biocitina (azul), 
expressando TH (verde), mas não Phox2b (vermelho). Escala: 50 µm. D: dorsal. M: medial. 
(E) Aposições próximas entre os axônios dos neurônios da região pFL transfectados com 
ChR2-YFP (verde) e os somas dos neurônios TH-positivos (vermelho) localizados no 
RVLM. Escala: 25 µm. 

 

 

Considerando que a fotoestimulação dos neurônios da região pFL excitou os 

neurônios pré-simpáticos C1 do RVLM para aumentar a atividade simpática durante 

a expiração, bem como a amplitude das THW, de preparações in situ de ratos, 

decidimos investigar os efeitos da estimulação química e sustentada dos neurônios 

da região pFL na função cardiovascular de ratos com livre movimentação (in vivo) 

utilizando os DREADDs.  

 

4.2. Experimentos in vitro e in vivo 

4.2.1. Transfecção dos neurônios da região pFL 

  Para verificar se os neurônios localizados na região pFL foram efetivamente 

transfectados, analisamos a superfície ventral do bulbo, de 10 ratos transfectados 

com HM3D(Gq)-mCherry e 4 ratos transfectados com mCherry, de 12 a 11 mm caudal 

ao Bregma. Analisamos a região ao redor do núcleo motor facial, que incluía as 

regiões ventromedial e ventrolateral. Assim como nos experimentos in situ descritos 

acima, a região se estendia do SP5, médio-lateralmente, e dorso-ventralmente da 

superfície ventral do bulbo até o aspecto dorsal do núcleo motor facial. O número de 

neurônios positivos para mCherry, em torno do aspecto lateral do núcleo motor facial 

(utilizando o meio do núcleo motor facial como referência), foi de 137.3. ± 22.61 para 

HM3D(Gq)-mCherry e 130 ± 27.54 para mCherry por animal (Figura 8, painéis A – D), 

que inclui a região pFL. Apenas alguns neurônios da região ventromedial também 

expressaram mCherry ao longo da região analisada (12.9 ± 3.12 para HM3D(Gq)-

mCherry e 10.09 ± 3.34 para mCherry). Além disso, alguns motoneurônios Chat-

positivos também expressaram mCherry ao longo da região analisada (32.2 ± 8.55 

para HM3D(Gq)-mCherry e 37.33 ± 9.54 para mCherry; Figura 8, painéis A - C).  
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Figura 11 Transfecção dos neurônios da região pFL . Corte coronal do bulbo de um rato (11.8 mm 
caudal ao Bregma), transfectado com HM3D(Gq)-mCherry, mostrando a expressão do HM3D(Gq), por 
meio da análise da mCherry (vermelho; A), nos neurônios da região pFL, e os motoneurônios Chat-
positivos (B) do núcleo motor facial (7). Note na sobreposição das imagens a presença de alguns 
poucos motoneurônios Chat-positivos transfectados com HM3D(Gq)-mCherry (amarelo; C). Escala: 
100 µm. D: dorsal. L: lateral. vs: superfície ventral do bulbo. SP5: trato trigeminal espinhal. Dados 
agrupados do número de neurônios da região pFL de ratos transfectados com HM3D(Gq)-mCherry e 
mCherry (B). Os números no eixo x indicam a distância em relação ao Bregma.  
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4.2.2. Efeitos do CNO nas características eletrofisiológicas dos 

neurônios HM3D(Gq)-mCherry positivos da região pFL  

  Inicialmente, decidimos investigar as respostas eletrofisiológicas ao CNO 

(10uM) dos neurônios da região pFL (5 neurônios de 3 animais), em fatias do bulbo 

de ratos transfectados para expressar o constructo HM3D(Gq)-mCherry nessa região. 

Observamos que a superfusão de CNO aumentou a frequência dos potenciais de 

ação (10.18 ± 2.32 vs. 5.69 ± 1.87 Hz; p=0.006) e despolarizou o RMP (-47.34 ± 2.57 

vs. -52.02 ± 2.24 mV; p=0.0003) dos neurônios da região pFL que expressavam o 

constructo HM3D(Gq)-mCherry (Figura 9, painéis B-D). Dessa forma, concluímos que 

o CNO ativa os neurônios da região pFL que expressam os DREADDs excitatórios 

[HM3D(Gq)]. 
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Figura 12 Respostas eletrofisiológicas ao CNO dos neurônios HM3D(Gq)-mCherry positivos da 
região pFL de ratos. Corte coronal do bulbo, em ampliação menor (5x; Ai), sob óptica DIC-IR, na 
câmara de registro mostrando a pipeta de registro na região pFL [ventral e lateralmente ao Núcleo 
motor facial (7) e medialmente ao trato espinhal do trigêmeo (SP5)]. Neurônios da região pFL 
HM3D(Gq)-mCherry positivos, sob microscopia de fluorescência e óptica DIC-IR, em ampliação de 40x 
(Aii). Note na magnificação na parte superior direita a presença da pipeta de registro em contato com 
um neurônio HM3D(Gq)-mCherry positivo. Frequência instantânea (Hz) dos potenciais de ação, 
registros do potencial de membrana e dos potenciais de ação, em current clamp, de um neurônio 
HM3D(Gq)-mCherry positivo da região pFL, representativo, antes e durante a superfusão de CNO (B). 
Dados agrupados da frequência dos potenciais de ação (C; teste-t de Student pareado) e do potencial 
de membrana em repouso (D; teste-t de Student pareado) dos neurônios da região pFL HM3D(Gq)-
mCherry positivos antes e durante a superfusão de CNO.  
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4.2.3.  Respostas cardiorrespiratórias induzidas pela ativação dos 

neurônios da região pFL 

  Em um outro grupo de animais (7 animais), avaliamos os efeitos da ativação 

dos neurônios da região pFL na DI e na DE, bem como na fR, de ratos não 

anestesiados com livre movimentação, registrando o DiaEMG. Além disso, 

investigamos o impacto da ativação dos neurônios da região pFL sobre parâmetros 

cardiovasculares, tais como SAP, DAP e MAP, bem como a HR. A Figura 10 mostra 

traçados representativos dos registros da PAP, MAP, HR e do DiaEMG de um rato 

transfectado com HM3D(Gq)-mCherry nos neurônios da região do pFL em condição 

basal e 60 minutos após a injeção i.p. de CNO (1mg/kg).  

 

 

Figura 13 Respostas cardiorrespiratórias à injeção de CNO em um rato que expressa o 
HM3D(Gq)-mCherry nos neurônios da região pFL. Registros da pressão arterial pulsátil (PAP), 
pressão arterial média (PAM), frequência cardíaca (HR) e atividade do eletromiograma do músculo 
diafragma (DiaEMG) de um rato transfectado com HM3D(Gq)-mCherry nos neurônios da região pFL 
antes (A) e após 60 minutos (B) da injeção de CNO. Observe que a injeção de CNO aumentou a PAP 
e a PAM, mas não afetou a HR. A injeção de CNO também reduziu a duração da atividade do DiaEMG 
(DI) e teve tendencia a aumentar o intervalo entre as atividades do DiaEMG (DE). 
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  Os dados agrupados revelaram que a injeção de CNO reduziu a DI (0.14 ± 0.01 

vs. 0.24 ± 0.07 s; p=0.01; Figura 11, painéis A, B e C), mas não afetou a DE (0.25 ± 

0.03 vs. 0.18 ± 0.04 s; p=0.07; Figura 11, painéis A, B e D), a fR (142.80 ± 12.45 vs. 

141.20 ± 31.06 cpm; p>0.99; Figura 11, painéis A, B e E) e a amplitude do DiaEMG 

(4.94 ± 1.03 vs. 4.05 ± 0.62 µV; p=0.73; Figura 11, painéis A, B e F) de ratos 

transfectados com HM3D(Gq)-mCherry nos neurônios da região pFL após 60 minutos. 

Adicionalmente, observamos que a injeção de CNO aumentou a DE após 30 (0.27 ± 

0.02 vs. 0.18 ± 0.04 s; p=0.02; Figura 11, painel D) e 45 minutos (0.25 ± 0.03 vs. 0.18 

± 0.04 s; p=0.03; Figura 11, painel D). 

 

 

Figura 14 Dados agrupados das respostas respiratórias a injeção de CNO em ratos 
transfectados com HM3D(Gq)-mCherry nos neurônios da região pFL. Registros brutos da 
atividade do eletromiograma do músculo diafragma (DiaEMG) de um rato transfectado com 
HM3D(Gq)-mCherry em neurônios da região pFL antes (A) e após 60 minutos (B) da injeção de 
CNO. Dados agrupados da duração da inspiração (DI) (C; Teste não-paramétrico de Friedman e 
pós-teste de Dunn), duração da expiração (DE) (D; ANOVA One-way com medidas repetidas e 
pós-teste de Bonferroni), frequência respiratória (fR) (E; ANOVA One-way com medidas 
repetidas e pós-teste de Bonferroni) e amplitude do DiaEMG (F; ANOVA One-way com medidas 
repetidas e pós-teste de Bonferroni) de ratos transfectados com HM3D(Gq)-Cherry nos 
neurônios da região pFL antes e 30, 45 e 60 minutos após a injeção de CNO. 
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  Com relação aos parâmetros cardiovasculares, os dados agrupados 

demonstram que a injeção de CNO produziu aumento significativo na SAP (153.19 ± 

8.63 vs. 130.18 ± 11.05 mmHg; p=0.0001; Figura 12, painel A), DAP (104.09 ± 9.26 

vs. 86.78 ± 8.88 mmHg; p=0.001; Figura 12, painel B) e MAP (125.37 ± 8.77 vs. 105.87 

± 9.55 mmHg; p=0.0003; Figura 12, painel C) de ratos transfectados com HM3D(Gq)-

mCherry nos neurônios da região pFL após 60 minutos. Por outro lado, a HR (381.47 

± 59.41 vs. 378.38 ± 16.61 bpm; p>0.99; Figura 12, painel D) não foi afetada pela 

injeção de CNO. 

 

 

Figura 15 Dados agrupados das respostas cardiovasculares após injeções de CNO em ratos 
transfectados com HM3D(Gq)-mCherry nos neurônios da região pFL. Dados agrupados da 
pressão arterial sistólica (SAP) (A; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni), 
pressão arterial diastólica (DAP) (B; Teste não-paramétrico de Friedman e pós-teste de Dunn), pressão 
arterial média (MAP) (C; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) e 
frequência cardíaca (HR) (D; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) de 
ratos transfectados com HM3D(Gq)-mCherry nos neurônios da região pFL antes e 30, 45 e 60 minutos 
após a injeção de CNO. 
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4.2.4. Ausência de alterações cardiorrespiratórias após injeções de 

DMSO em ratos transfectados com HM3D(Gq)-mCherry nos 

neurônios da região pFL 

  Para confirmar que os efeitos cardiorrespiratórios observados foram induzidos 

pela ativação do HM3D(Gq), investigamos o efeito do DMSO (0.02% - veículo da 

CNO) nos mesmos ratos. As injeções de DMSO ou CNO foram feitas em um intervalo 

de 24 horas, e a ordem das injeções foi aleatória. A Figura 13 mostra traçados 

representativos dos registros da PAP, MAP, HR e DiaEMG de um rato transfectado 

com HM3D(Gq)-mCherry nos neurônios da região pFL em condição basal e 60 

minutos após a injeção i.p. de DMSO.  

 

 

Figura 16 Ausência de respostas cardiorrespiratórias após injeção de DMSO em um rato 
transfectado com HM3D(Gq)-mCherry em neurônios da região pFL. Registros brutos da pressão 
arterial pulsátil (PAP), pressão arterial média (PAM), frequência cardíaca (HR) e atividade do 
eletromiograma do músculo diafragma (DiaEMG) de um rato transfectado com HM3D(Gq)-mCherry 
nos neurônios da região pFL antes (A) e após 60 minutos (B) da injeção de DMSO. Observe que a 
injeção de DMSO não afetou os parâmetros cardiorrespiratórios. 
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  Os dados agrupados demonstram que o DMSO não afetou a DI (0.23 ± 0.03 

vs. 0.25 ± 0.04 s; p>0.99; Figura 14, painéis A, B e C), DE (0.18 ± 0.004 vs. 0.19 ± 

0.02 s; p=0.98; Figura 14, painéis A, B e D), fR (140 ± 10.86 vs. 131.20 ± 18.30 cpm; 

p>0.99; Figura 14, painéis A, B e E), a amplitude do DiaEMG (3.98 ± 0.97 vs. 4.03 ± 

0.89 µV; p>0.99; Figura 14, painéis A, B e F), SAP (133.60 ± 18.73 vs. 131.70 ± 19.86 

mmHg; p>0.99; Figura 15, painel A), DAP (87.84 ± 13.64 vs. 85.13 ± 12.88 mmHg; 

p=0.97; Figura 15, painel B), MAP (107.48 ± 15.60 vs. 105.60 ± 16.03 mmHg; p>0.99; 

Figura 15, painel C) e HR (367.78 ± 35.42 vs. 374.55 ± 25.56 bpm; p=0.98; Figura 15, 

painel D) de ratos transfectados com HM3D(Gq)-mCherry nos neurônios da região 

pFL após 60 minutos. Esses dados confirmam que as alterações cardiorrespiratórias 

observadas após a injeção de CNO ocorreram em função de sua ação e não de seu 

veículo DMSO. 
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Figura 17 Dados agrupados dos parâmetros respiratórios antes e após injeções de DMSO em 
ratos transfectados com HM3D(Gq)-mCherry nos neurônios da região pFL. Registros brutos da 
atividade do eletromiograma do músculo diafragma (DiaEMG) de um rato transfectado com HM3D(Gq)-
mCherry nos neurônios da região pFL antes (A) e após 60 minutos (B) a injeção de DMSO. Dados 
agrupados da duração da inspiração (DI) (C; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de 
Bonferroni), duração da expiração (DE) (D; Teste não-paramétrico de Friedman e pós-teste de Dunn), 
frequência respiratória (fR) (E; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) e 
amplitude do DiaEMG (F; ANOVA-One way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) de ratos 
transfectados com HM3D(Gq)-mCherry nos neurônios da região pFL antes e 30, 45 e 60 minutos após 
a injeção de DMSO. 
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Figura 185. Dados agrupados dos parâmetros cardiovasculares antes e após injeções de DMSO 
em ratos transfectados com HM3D(Gq)-mCherry nos neurônios da região pFL. Dados agrupados 
da pressão arterial sistólica (SAP) (A; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de 
Bonferroni), pressão arterial diastólica (DAP) (B; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste 
de Bonferroni), pressão arterial média (MAP) (C; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste 
de Bonferroni) e frequência cardíaca (HR) (D; Teste não-paramétrico de Friedman e pós-teste de Dunn) 
de ratos transfectados com HM3D(Gq)-mCherry nos neurônios da região pFL antes e 30, 45 e 60 
minutos após a injeção de DMSO. 
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4.2.5. Ausência de alterações cardiovasculares após injeções de CNO 

em ratos transfectados com mCherry nos neurônios da região pFL 

  Por fim, confirmamos se o CNO estaria agindo sobre o HM3D(Gq), expresso 

nos neurônios da região pFL, realizando injeções de CNO em ratos transfectados com 

um AAV para expressar apenas a proteína fluorescente mCherry (4 animais). A 

injeção de CNO não afetou a SAP (141.86 ± 2.92 vs. 135.07 ± 5.22 mmHg; p=0.95; 

Figura 16, painel A), DAP (89.87 ± 5.06 vs. 88.72 ± 2.39 mmHg; p>0.99; Figura 16, 

painel B), MAP (115.58 ± 8.82 vs. 109.89 ± 3.01 mmHg; p=0.30; Figura 16, painel C) 

e HR (354.08 ± 16.66 vs. 355.07 ± 20.08 bpm; p>0.99; Figura 16, painel D) de ratos 

transfectados com mCherry nos neurônios da região pFL após 60 minutos. Esses 

dados demonstram que as alterações vasculares observadas após as injeções de 

CNO ocorreram em função da ativação do HM3D(Gq) expresso nos neurônios da 

região pFL. 
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Figura 19 Dados agrupados dos parâmetros cardiovasculares antes e após injeções de CNO em 
ratos transfectados com mCherry nos neurônios da região pFL. Dados agrupados da pressão 
arterial sistólica (SAP) (A; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni), pressão 
arterial diastólica (DAP) (B; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni), 
pressão arterial média (MAP) (C; Teste não-paramétrico de Friedman e pós-teste de Dunn) e 
frequência cardíaca (HR) (D; ANOVA One-way com medidas repetidas e pós-teste de Bonferroni) de 
ratos transfectados com mCherry nos neurônios da região pFL antes e 30, 45 e 60 minutos após a 
injeção de CNO. 
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5. DISCUSSÃO 

  Nós demonstramos pela primeira vez que a fotoestimulação dos neurônios da 

região pFL aumentou a atividade simpática, a PP e a atividade dos neurônios pré-

simpáticos C1 do RVLM em preparações in situ de ratos. O recrutamento da AE, 

com aumentos simultâneos da atividade simpática, ocorreu independentemente da 

fase do ciclo respiratório em que os neurônios da região pFL foram estimulados. 

Adicionalmente, a estimulação química e sustentada dos neurônios da região pFL, 

utilizando os DREADDs, aumentou a pressão arterial, mas não a HR, de ratos com 

livre movimentação. Esses dados revelaram que os neurônios da região pFL geram 

a expiração ativa, independente da fase do ciclo respiratório, e possuem um papel 

importante na modulação expiratória da atividade vasomotora simpática, por meio 

de conexões com os neurônios pré-simpáticos C1 do RVLM, impactando assim na 

função vascular de ratos. Esses achados possuem implicações fisiológicas 

importantes em condições de desafios respiratórios, tais hipercapnia/acidose 

(ABDALA et al., 2009b) e hipóxia (ABDALA et al., 2009a; ZOCCAL et al., 2008; 

ZOCCAL; PATON; MACHADO, 2009), bem como em condições patológicas, tais 

como hipertensão arterial (MORAES; MACHADO; PATON, 2014) e insuficiência 

cardíaca (LATARO et al., 2023), as quais a expiração ativa e a hiperatividade 

simpática estão presentes. 

  A região pFL, localizada adjacente ao núcleo motor facial, contém neurônios 

glutamatérgicos silentes em condições basais que podem se tornar ritmicamente 

ativos no final da E2 em condições de desafios respiratórios (ABDALA et al., 2009b; 

MORAES et al., 2012). A desinibição dessa região é fundamental para a geração da 

AE (MAGALHÃES et al., 2021; PAGLIARDINI et al., 2011). Até o momento, ainda 

não se identificou um marcador exclusivo dos neurônios da região pFL. Dessa forma, 

nos nossos estudos, a validação da transfecção dos neurônios da região pFL se deu 

pela localização das microinjeções na porção lateral e ventral ao núcleo motor facial. 

Além disso, observamos em preparações in situ de ratos que a fotoestimulação dos 

neurônios dessa região foi capaz de gerar AE, caracterizada pelo recrutamento do 

AbN no final da E2, com simultâneo aumento da atividade pre-I dos SLN e HN 

(Figura 4, painéis A e Bii). Essas respostas foram semelhantes às encontradas 

durante o recrutamento da AE em preparações in situ de ratos resposta aos desafios 

respiratórios (ABDALA et al., 2009b; DE BRITTO; MORAES, 2017; MAGALHÃES et 
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al., 2020; MOLKOV et al., 2010) e em condições patológicas como as mimetizadas 

pela CIH (DA SILVA et al., 2021; MORAES; MACHADO, 2015), as quais estão 

associadas com o recrutamento dos neurônios da região pFL.  

  A fotoestimulação de curta duração (0.25 s) dos neurônios da região pFL 

durante a fase a Insp inibiu a atividade do PN, evocou a AE e, em seguida, reiniciou 

o ciclo respiratório (Figura 6, painéis Bi e D). Com isso, observamos uma redução 

drástica na duração do ciclo respiratório e na DE, bem como na DI, durante a 

fotoestimulação dos neurônios da região pFL na Insp. Próximo à região pFL estão 

localizados neurônios quimiossensíveis do Núcleo Retrotrapezóide (RTN) 

(GUYENET; BAYLISS, 2022). A fotoestimulação dos neurônios do RTN Phox2b-

positivos durante a Insp não alterou a DI de ratos não-anestesiados (ABBOTT et al., 

2011). Esses dados demonstram que os neurônios do RTN não são capazes de 

reiniciar o ciclo respiratório uma vez que a Insp tenha iniciado. Existem evidências 

de que os neurônios localizados na região pFL projetam-se para o preBötC (YANG 

et al., 2020). Além disso, em 2016, Huckstepp e colaboradores demonstraram que 

a inibição química sustentada dos neurônios do preBötC, responsáveis pela geração 

do ritmo inspiratório, foi capaz de evocar a AE. Interessantemente, esses autores 

demostraram que a geração da AE, em resposta a ativação dos neurônios da região 

pFL, depende da integridade dos neurônios inspiratórios do preBötC (HUCKSTEPP 

et al., 2016). Juntas, essas evidências sugerem que os neurônios da região pFL e 

do preBötC geram inibição mútua quando são recrutados durante a expiração e 

inspiração, respectivamente.  

  Existem evidências de que a fotoestimulação dos neurônios do RTN foi capaz 

de aumentar a amplitude da atividade do DiaEMG durante a Insp in vivo (SOUZA et 

al., 2020), o que não foi observado por nós nos experimentos in situ (amplitude do 

PN; Figura 4, painel D) e in vivo (amplitude do DiaEMG; Figura 11, painel F) após à 

estimulação dos neurônios da região pFL usando optogenética e farmacogenética, 

respectivamente. A fotoestimulação de curta duração dos neurônios da região pFL 

nas diferentes fases do ciclo respiratório foi capaz de evocar a AE, com aumento 

simultâneo da atividade do tSN, de maneira semelhante independente da fase do 

ciclo respiratório. Anteriormente, a fotoestimulação dos neurônios do RTN durante a 

expiração foi capaz de evocar a AE (SOUZA et al., 2020). Entretanto, esses autores 

não reportaram a geração da AE em outras fases do ciclo respiratório (Insp e post-

I) em resposta à ativação dos neurônios do RTN. Além disso, o recrutamento da AE 



134 
 

durante a expiração ocorreu após o estímulo dos neurônios do RTN (SOUZA et al., 

2020), enquanto que a fotoestimulação dos neurônios da região pFL recrutou a AE 

simultaneamente com o estímulo (Figura 6, painéis A, Bi e Bii), reforçando a 

diferença funcional entre as duas populações neuronais vizinhas (pFL e RTN). 

 Observamos que a ativação dos neurônios da região pFL provocou aumento 

da atividade do tSN, somente no final da E2, aumentou a amplitude das THW e a 

pressão arterial de ratos. Existem evidências de que a fotoestimulação dos neurônios 

do RTN não altera a atividade simpática e a pressão arterial (ABBOTT et al., 2009). 

Reconhecemos que alguns poucos neurônios do RTN (medial à região pFL) foram 

transfectados nos nossos experimentos. Entretanto, as evidências funcionais 

descritas acima reforçam a nossa conclusão de que as respostas observadas nos 

experimentos in situ e in vivo ocorreram em função da ativação dos neurônios da 

região pFL de ratos. 

  Os neurônios pré-simpáticos do RVLM apresentam modulação respiratória 

em condições basais, sendo essas observadas durante a Insp (C1) e post-I (não-

C1) (HASELTON; GUYENET, 1989; MORAES et al., 2013, 2016). Anteriormente, 

observou-se que o modelo de CIH, o qual é dependente da ativação intermitente do 

corpúsculo carotídeo (CB), provocou a modulação expiratória dos neurônios não-C1 

do RVLM (modulados pela post-I) (MORAES et al., 2013). Adicionalmente, a 

ativação do CB provoca o recrutamento dos neurônios da região pFL (MORAES et 

al., 2012), sugerindo que a ativação intermitente do CB, que ocorre no modelo de 

CIH, é responsável pela modulação expiração dos neurônios não-C1 do RVLM 

(modulados pela post-I), via neurônios da região pFL (MACHADO; ZOCCAL; 

MORAES, 2017; MOLKOV et al., 2011). Nos nossos dados, observamos que a 

fotoestimulação dos neurônios, que podem ser expiratórios ou tonicamente ativos, 

da região pFL evocou a modulação expiratória dos neurônios pré-simpáticos C1 do 

RVLM (TH-positivos e modulados pela Insp). Nós não investigamos os efeitos da 

fotoestimulação dos neurônios da região pFL na atividade dos neurônios do RVLM 

com diferentes padrões de modulação respiratória ou sem modulação. Entretanto, 

acreditamos que outros neurônios localizados no RVLM também possam apresentar 

modulação expiratória em resposta à ativação dos neurônios da região pFL. Essa 

hipótese é sustentada pela presença de uma densa rede de projeções dos neurônios 

da região pFL para o RVLM reportada no presente estudo. 
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  No modelo de CIH, observa-se a geração da AE e aumento da atividade 

simpática no final da E2 in situ, bem como aumento da pressão arterial in vivo 

(MORAES et al., 2013). Nos nossos dados, observamos que a fotoestimulação dos 

neurônios da região pFL durante 20s aumentou a atividade simpática, a amplitude 

das THW de preparações in situ e a pressão arterial in vivo. Dessa forma, é razoável 

afirmar que os neurônios expiratórios da região pFL são a fonte da transmissão 

sináptica excitatória para os neurônios pré-simpáticos do RVLM durante a AE em 

condições de desafios respiratórios. As aposições entre os botões axonais dos 

neurônios da região pFL e os somas dos neurônios C1 do RVLM observadas nesse 

trabalho é um dado anatômico que reforça essa afirmação. Ainda neste sentido, 

existem evidências de que o modelo de CIH provoca aumento da frequência dos 

potenciais de ação dos neurônios pré-simpáticos do RVLM no final da E2, sem 

alterar as propriedades eletrofisiológicas intrínsecas dos mesmos (MORAES et al., 

2013). Por outro lado, o modelo de CIH  aumentou a transmissão sináptica 

excitatória para os neurônios pré-simpáticos do RVLM somente no final da E2 

(MORAES et al., 2013). Esses dados sugerem que a modulação expiratória dos 

neurônios pré-simpáticos do RVLM, e da atividade simpática, após a CIH é 

decorrente da transmissão sináptica excitatória proveniente dos neurônios 

expiratórios da região pFL (MACHADO; ZOCCAL; MORAES, 2017; MOLKOV et al., 

2011). Considerando as evidências observadas no modelo de CIH e as 

apresentadas no presente trabalho, experimentos eletrofisiológicos adicionais são 

necessários para avaliar a presença da transmissão sináptica excitatória direta entre 

os neurônios da região pFL e os neurônios pré-simpáticos do RVLM.  

  Encontramos dois tipos de neurônios na região pFL: i) neurônios que eram 

silentes e apresentaram potenciais de ação no final da E2 durante a fotoestimulação, 

e; ii) neurônios que eram tonicamente ativos e apresentaram aumento da frequência 

de potenciais de ação durante todo o período de fotoestimulação. Dessa forma, 

apesar da fotoestimulação dos neurônios da região pFL ter evocado a AE, e gerado 

a modulação expiratória da atividade simpática e dos neurônios pré-simpáticos do 

RVLM, precisamos levar em consideração a limitação de que nós não estimulamos 

apenas os neurônios expiratórios da região pFL. Neste sentido, experimentos 

adicionais são necessários para investigar a contribuição individual das diferentes 

populações de neurônios da região pFL na modulação da função vascular, da 

atividade simpática e da atividade dos neurônios pré-simpáticos do RVLM.  
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  O aumento do acoplamento simpático-respiratório, bem como, da modulação 

respiratória da atividade dos neurônios pré-simpáticos do RVLM, tem sido associado 

com o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, como a hipertensão arterial 

(TONEY et al., 2010). Entretanto, os mecanismos eletrofisiológicos envolvidos 

nestas alterações, sobretudo durante a expiração, ainda não são totalmente 

compreendidos. Nós demonstramos que os neurônios da região pFL se projetam 

para os neurônios pré-simpáticos C1 do RVLM, e que ao serem ativados provocam 

aumentos dos níveis de pressão arterial, bem como da atividade simpática durante 

a expiração. Neste sentido, os dados obtidos no presente estudo reforçam a hipótese 

de que a modulação expiratória dos neurônios pré-simpáticos do RVLM, da atividade 

vasomotora simpática, e consequentemente dos níveis de pressão arterial, é 

dependente da integridade dos neurônios da região pFL. Essa via neural pode ter 

implicações patológicas no desenvolvimento de disfunções cardiovasculares, como 

na hipertensão arterial e insuficiência cardíaca. 
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6. CONCLUSÃO 

Além de seu papel no recrutamento da musculatura abdominal para geração 

da AE em condições de desafios respiratórios, os neurônios da região pFL geram a 

modulação expiratória dos neurônios pré-simpáticos do RVLM e da atividade 

simpática, bem como determinam a função vascular de ratos. 

Dessa forma, compreender a interação entre essas duas populações neuronais 

pode ser essencial no melhor entendimento de como alterações na modulação 

expiratória da atividade vasomotora podem contribuir para o desenvolvimento da 

hipertensão arterial.  
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