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RESUMO

Silva JN. Caracterizacdo das aferéncias da regido parafacial lateral e do nucleo
retrotrapezoéide e suas possiveis implicancias funcionais no controle da expiracao
ativa. [Tese (Doutorado em Farmacologia)]. Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de Sdo Paulo; Sdo Paulo; 2018.

O controle do sistema respiratério € realizado por neurénios localizados no bulbo e
na ponte. Existem duas regifes localizadas proximas na coluna respiratoria ventral
do bulbo, mas que estdo envolvidas com atividades respiratérias diferentes: nucleo
retrotrapezoéide (RTN) e regido parafacial lateral (pFRG). O RTN contém neurdnios
quimiossensiveis que expressam o fator de transcricdo Phox2b e respondem a
hipercapnia e hipOxia; por este motivo, esta regido € considerada uma forte
candidata a conter os quimiorreceptores centrais. Além do seu envolvimento na
guimiorrecepcdo central, experimentos descritos na literatura mostraram a
importancia do RTN também na inspiragdo. O pFRG esta envolvido na geracdo da
expiragdo ativa (E2), pois dados da literatura sugerem que existe uma inibi¢cao
sinaptica para essa regido que, quando é inibida, gera a E2. Entretanto, até o
presente momento, ndo se sabe a fonte desta inibicdo para os neurénios do pFRG,
nem se os neurdnios Phox2b do RTN contribuem para a geragdo da E2. Diante
disso, o principal objetivo desta tese foi investigar, de forma anatdmica e funcional, a
localizacdo da fonte de inibicdo para o pFRG. Foram utilizados ratos Wistar que
receberam injecbes de tracadores retrégrados no RTN e no pFRG, a fim de
observarmos projecdes de regides que possuem neurdnios inibitérios. Observamos
projecOes oriundas de diversas regides envolvidas com a respiracdo que contém
neurénios inibitérios. Para o RTN, as proje¢cdes se originaram no nucleo do trato
solitario intermediario (NTSi), nucleo tegmental pedunculopontino (PPT), complexo
de Botzinger (BotC), rafe bulbar (RB) e Kolliker-Fuse (KF); e para o pFRG, as
projecdes se originaram dos mesmos nucleos, com excecdo do PPT. E importante
apontar que o pFRG também recebeu proje¢cdes do nucleo tegmental laterodorsal
(LDT). Foi realizado um protocolo de hibridizag&o in situ utilizando a metodologia de
RNAscope, a qual nos confirmou que muitas das projecdes observadas para o
pFRG eram inibitorias. Adicionalmente, constatamos também projecbes dos

neurdnios quimiossensiveis do RTN para o pFRG, sugerindo a participacdo do RTN



na expiracao ativa. Além disso, realizamos também experimentos funcionais para
investigar a importancia destas projecdes na expiragao ativa, por meio de inibigcbes
de algumas dessas regifes e registro das variaveis respiratérias. Os resultados
mostraram que a inibicdo do NTSi gera E2 de forma tdnica e inibicdo do PPT gera
E2 fasica. Também constatamos que a inibicio da RB promove aumento da
amplitude abdominal durante hipercapnia, sugerindo que a RB pode modular a
atividade do pFRG durante hipercapnia. Os resultados mostraram que as regides do

NTSi e PPT séao fortes candidatas a serem fontes para o pFRG, inibindo a E2.

Palavras-chave: Controle respiratério. Hipercapnia. Sistema nervoso central.



ABSTRACT

Silva JN. Characterization of retrotrapezoid nucleus and lateral parafacial region
afferences, possible functional implication in the control of active expiration. [Thesis
(PhD in Pharmacology)]. Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sé&o
Paulo; Sao Paulo; 2018.

Respiratory system control is performed by neurons located in the medulla and the
pons. There are two regions located close in the ventral column of the medulla, but
are involved in different respiratory phases: retrotrapezoid nucleus (RTN) and lateral
parafacial region (pFRG).The RTN contains chemosensitive neurons that express the
transcription factor Phox2b and respond to hypercapnia and hypoxia; for this reason,
this region is considered a candidate to contain the central chemoreceptors. In
addition to its involvement in central chemoreception, experiments described in the
literature showed the importance of RTN also in inspiration. The pFRG is involved in
the generation of active expiration (E2); data from the literature suggest that there is
synaptic inhibition for this region which, when inhibited, generates E2. However, the
source of this inhibition to pFRG neurons and whether Phox2b neurons of the RTN
contribute to the generation of E2 are still not known. Therefore, the main objective of
this study was to investigate, anatomically and functionally, the location of the source
of inhibition for pFRG. We used male Wistar rats that received injections of
retrograde tracers into the RTN and pFRG, to investigate projections from regions
that have inhibitory neurons. We observed projections from several regions involved
on respiration containing inhibitory neurons. There were projections to the RTN from
the intermediate nucleus of the solitary tract (NTSi), pedunculopontine tegmental
nucleus (PPT), Botzinger complex (BotC), medullary raphe (RB), Kolliker-Fuse (KF).
The projections to the pFRG are the same as observed to RTN, except PPT. There is
also projection from tegmental dorsal laterodorsal nucleus (LDT) to pFRG. An in situ
hybridization protocol was performed using the RNAscope methodology, which
confirmed that many of the projections observed to pFRG were inhibitory. In addition,
we observed projections of the chemosensitive neurons from the RTN to the pFRG,
suggesting the participation of the RTN in E2. In addition, we performed functional
tests to verify the involvement of some of those projections with E2. We performed

inhibition of some of those regions and record the respiratory variables. The data



showed that the inhibition of NTSi generates tonic E2 and inhibition of PPT generates
phasic E2. We also found that inhibition of RB promotes increased abdominal
amplitude during hypercapnia, suggesting that RB may modulate pFRG activity
during hypercapnia. The results showed that the NTSi and PPT regions are
candidates to be sources for pFRG, inhibiting E2.

Keywords: Respiratory control. Hypercapnia. Central nervous system.
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1 INTRODUCAO

Considerando que o sistema nervoso central (SNC) necessita continuamente
de oxigénio, poderiamos esperar que 0 processo respiratério fosse involuntario, da
mesma forma como ocorre com o controle da circulacdo sanguinea. Entretanto,
durante a escala evolutiva produziu-se uma combinagdo de mecanismos
involuntarios e voluntarios para o controle respiratério. Isso foi necessario para que a
respiracdo pudesse ser ajustada de acordo com as diversas atividades que temos
no dia-a-dia, como, por exemplo, para alcangcar uma nota musical durante o canto,
quando gritamos, assopramos, ou até mesmo quando diminuimos nossa frequéncia
respiratoria voluntariamente durante o mergulho.

O controle do sistema respiratério é realizado por neurbnios localizados no
bulbo. O primeiro estudo mostrando a participacdo do bulbo na respiracao foi feito
em 1812 por LeGallois (LeGallois, 1812). Nesse estudo, foi observada que a
respiracdo de coelhos continuava relativamente normal apdés remocdo do
prosencéfalo, cerebelo e porcdo dorsal do bulbo; no entanto, ela cessava ap6s a
transeccdo da porgédo ventral do bulbo. Com isso, concluiu-se que 0s neurdnios
envolvidos no controle da respiracdo estariam localizados na superficie ventral do
bulbo (Loeschcke, 1982).

Apds esses estudos, foi entdo descoberto que o padrdo respiratorio é
formado por trés fases: inspiracéo, pés-inspiracdo (expiracdo passiva, estagio 1 da
expiracdo — E1) e expiracdo ativa (estagio 2 da expiracdo — E2) (Richter, 1982,
1996). O conhecimento desse padrdo formado por 3 fases levou a uma série de
estudos realizados por Richter e colaboradores (Richter, 1982) em gatos
anestesiados utilizando registros intracelulares de neurbnios bulbares. Esses
estudos demonstraram que, durante a respiracao, atividades fasicas sdo geradas na
regido ventral do bulbo sem a necessidade de uma retroalimentacdo periférica,
envolvendo uma rede neuronal coordenada por interacdes sinapticas (Smith e cols.,
1991) que foi chamada posteriormente de coluna respiratéria ventral, a qual conta
com a presenca das seguintes regides: 1) ndcleo retrotrapezoéide/grupo respiratorio
parafacial lateral (RTN/pFRG), 2) complexo de Botzinger (BotC), 3) complexo de pré-
Botzinger (preBotC), 4) grupamento respiratério ventrolateral rostral (rVRG) e 5)

grupamento respiratério ventrolateral caudal (cVRG) (Fig. 1).
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Atualmente sabe-se que, além da regido ventral do bulbo, existem pelo
menos mais duas outras regides envolvidas no controle da respiragdo: regiao
pontina e 0 grupamento respiratorio dorsal (GRD). A regido pontina constitui uma
extensao rostral e lateral da coluna respiratoria ventral (Fig. 1) e esta envolvida em
diferentes modulagfes da atividade respiratoria (Smith e cols., 2007; Dutschmann e
Dick, 2012). Os nucleos pontinos incluem o grupamento noradrenérgico A5, o
complexo parabraquial (nGcleos parabraquial lateral (NPBL) e medial (NPBM)) e o
Kolliker-Fuse (KF). Com relacdo ao GRD, seu representante é o nucleo do trato
solitario (NTS) que também esta localizado no bulbo (Fig. 1) (Nattie e Li, 2002;
Feldman e cols., 2003).

Atualmente a literatura vem apontando o envolvimento de outras duas regides
no controle respiratério: a rafe bulbar (RB) (Lalley, 1986; Cao e cols., 2006 a, b; Yu e
cols., 2011) e o nucleo tegmental pedunculopontino (PPT) (Saponijic e cols., 2003). A
literatura sugere que os neurdnios da RB enviam projecOes para toda a coluna
respiratoria ventral bulbar, a qual inclui o cVRG, rVRG, preBotC, BotC e o RTN,
importantes regides envolvidas no controle da respiracdo (Smith e cols., 2013). O
PPT e o nucleo tegmental laterodorsal (LDT) sé@o as principais fontes colinérgicas
para o sistema nervoso central (SNC) (Mena-Segovia, 2016; Mena-Segovia e
Bolam, 2017). Dados da literatura mostraram que a ativacdo colinérgica da formacéao
reticular medial pontina pode induzir o aumento da variabilidade respiratoria (Gilbert
e Lidic, 1990, 1991, 1994; Kubin, 2001) e a estimulacdao do PPT induz perturbacdes
respiratérias, incluindo apneias. Dessa forma, até o presente momento, dessas duas
fontes colinérgicas para o SNC, s6 sabemos que o PPT pode funcionar como um
modulador de geracdo do padrdo respiratdrio (Saponjic e cols., 2003), mas a

participacdo do LDT ainda néo foi investigada.
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Figura adaptada de Zoccal e cols., 2009

Figura 1 - Esquema representando um corte sagital do encéfalo de rato: principais
regides cardiorrespiratdrias pontinas e bulbares.

Abreviaturas: NPB: nucleo parabraquial; KF: Kolliker-fuse; A5: area catecolaminérgica A5 da
ponte; OS: oliva superior; 7: nucleo facial; RTN/pFRG: nudcleo retrotrapezéide/regido
parafacial lateral; NA: nicleo ambiguos; B6tC: complexo de Botzinger; pré-BotC: complexo
de pré-Botzinger; rVRG: grupamento respiratério ventral rostral; cVRG: grupamento
respiratorio ventral caudal; RVLM: regido rostral ventrolateral do bulbo; CVLM: regido caudal
ventrolateral do bulbo; LRt: nacleo reticular lateral; AP: area postrema; NTSr: por¢ao rostral
do nucleo do trato solitario; NTSi: porcéo intermediaria do nucleo do trato solitario; NTSc:

porcdo caudal do nucleo do trato solitario; GRD: grupo respiratério dorsal.
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1.1 O RTN/pFRG e arespiragéo

O RTN/pFRG € uma regido do bulbo localizada abaixo do nucleo facial. A sua
porcdo medial corresponde ao que chamamos neste estudo de RTN e a sua porcao
lateral corresponde ao pFRG. O RTN é composto por neurénios glutamatérgicos que
expressam o fator de transcricdo Phox2b; o seu envolvimento na respiracao deve-se
primeiramente ao fato de ser um forte candidato a conter quimiorreceptores centrais
(Mulkey e cols., 2004; Takakura e cols., 2006; 2008; Moreira e cols., 2007). Para
comprovar esse envolvimento, diversos experimentos foram realizados em diversas
condicbes experimentais. Assim, hoje sabemos que 0s neurdonios do RTN
respondem a hipercapnia (aumento da concentracdo de CO,) (Sato e cols., 1992;
Putnan e cols., 2004; Takakura e cols., 2006; 2008) e queda de pH (Mulkey e cols.,
2004; 2006) e se projetam para regides responsaveis pelo controle respiratorio, isto
é, localizados nos grupamentos respiratérios ventral, dorsal e pontino (Mulkey e
cols., 2004; Rosin e cols., 2006; Abbott e cols., 2009; Silva e cols., 2016).

Outro envolvimento do RTN na respiracdo € no controle do movimento
inspiratorio. Estudos anteriores jA mostraram que 0s neurbénios do RTN se projetam
para regides mais caudais da coluna respiratoria ventral e para neurdnios pré-
motores que controlam a inspiracdo (Dobbins e Feldman, 1994) e a inibicdo da
regido do RTN promove a inibicdo da inspiracao (Takakura e cols., 2006; Guyenet e
cols., 2008).

Estudos tém relacionado o pFRG a geracdo da expiracao ativa (Janczewski e
Feldman, 2006a, 2006b; Abdala e cols., 2009; Pagliardini e cols., 2011; Moraes e
cols., 2014; Silva e cols., 2016; Huckstepp e cols, 2018; Pisanki e Pagliardini, 2018;
Zoccal e cols., 2018). Os neurbnios do pFRG se projetam para os neurbnios pré-
motores expiratorios do grupo respiratério ventral caudal (cVRG), o qual se projeta
diretamente para interneurénios que excitam os neurdnios lombares que inervam 0s
musculo abdominais, sendo estes, musculos expiratérios (Janczewski e cols., 2002;
Silva e cols., 2016). Os neurbnios com atividade expiratéria tardia (late-E) do pFRG
sdo classificados como condicionais, pois se encontram silentes em situacdes
basais, como normocapnia e normoOxia (Abdala e cols., 2009; Pagliardini e cols.,
2011; Molkov e cols., 2010), mas em situacdes de desafios metabdlicos, como
durante a hipoxia sustentada, hipercapnia ou estimulacdo do quimiorreflexo
periférico, tornam-se ritmicamente ativos, gerando a expiracdo ativa (Moraes e cols.,
2014; Abdala e cols., 2009).
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Dados da literatura demonstraram que uma populacdo de células do pFRG
em ratos adultos estd inativa em situacdes basais e torna-se ritmicamente ativa
durante hipercapnia (Marina e cols., 2010) ou desinibicdes locais (Molkov e cols.,
2010; Pagliardini e cols., 2011). Experimentos realizados em 2011 por Pagliardini e
colaboradores sugerem que o pFRG contém um oscilador condicional que gera
expiracdo ativa; entretanto, existe uma inibicéo sinaptica para o pFRG que suprime a
expiracao ativa (Pagliardini e cols., 2011; Huckstepp e cols., 2018) e pode ser inibida
durante uma situacao de hipercapnia, hipoxia ou qualquer situacdo em que exista a
necessidade da expiracdo ativa. Entretanto, até o presente momento, ndo se sabe a
procedéncia desta inibicdo para o pFRG, bem como se a mesma € uma via direta ou
indireta. Ao checar a literatura, podem-se sugerir algumas regides candidatas a essa
fonte de inibicdo, j& que possuem neurdnios inibitérios e que estdo possivelmente
envolvidas na respiracdo. S&o elas: NTS, (Rosin e cols., 2006; Moreira e cols., 2007,
Takakura e cols., 2007), BotC (Cream cols., 2002; Rosin cols., 2006), RB (Smith e
cols., 2013; Iceman e cols., 2014), PPT e LDT (Saponjic e cols., 2003; Boucetta e
cols., 2014; Mena-Segovia e Bolam, 2017). Baseando-se nestas informacgfes, o
principal objetivo do presente projeto é investigar a participacdo dessas regides na
inibicdo para o pFRG.

1.2 Possiveis regifes candidatas a fonte de inibicdo do pFRG e suas participacdes
narespiracao
Segue abaixo as regides candidatas a serem a fonte de inibigdo para o pFRG,
as quais investigamos neste trabalho.

1.2.1 Ndcleo do trato solitario (NTS)

Em relacdo ao seu aspecto antero-posterior, o NTS pode ser dividido em trés
sub-regides, conforme a sua proximidade com a area postrema: NTS rostral, NTS
intermediario e NTS comissural ou caudal (Cottle, 1964).

O papel desses neurbnios no controle do ritmo respiratdrio ainda ndo esta
completamente elucidado, mas a literatura sugere uma possivel participacédo do NTS
na modulacéo da atividade dos neurdnios respiratorios do grupamento respiratorio
ventral (Bianchi e cols., 1995). Trabalhos anteriores ja mostraram que neurbnios
excitatérios do NTS que recebem as aferéncias dos quimiorreceptores periféricos se

projetam para o RTN, promovendo uma integracdo de quimiorreflexo respiratério
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periférico e central (Rosin e cols., 2006; Takakura e cols., 2006). Existem evidéncias
também de projecBes de neurdnios inibitérios do NTS para a regido do RTN. Nesse
caso, foi observado que na regido do trato solitario do NTS existem neurdnios
GABAérgicos que recebem as aferéncias de receptores de distensdo pulmonar e
gue se projetam para neurdnios que contém quimiorreceptores centrais na regido do
RTN. Essa projecao pode ser responsavel pelo efeito inibitério gerado pela inflacdo
pulmonar sobre os quimiorreceptores do RTN, ja descrito na literatura (Takakura e
cols., 2007; Moreira e cols., 2007). Assim, sabemos que o NTS é composto por uma
variedade de neurdnios tanto excitatorios quanto inibitérios. J& temos indicios de que
tanto neurbnios excitatérios quanto inibitérios do NTS se projetam para o RTN.
Portanto, resta-nos investigar se existem projec¢des inibitorias do NTS para o pFRG e
se existe alguma influéncia dessa transmissao inibitéria dos neurénios do NTS para

a geracéo da expiracao ativa.

1.2.2 Nucleo tegmental pedunculopontino (PPT) e nucleo tegmental laterodorsal
(LDT)

O PPT esta localizado no tronco encefalico e é composto por distintas
populacdes de neurbnios, o0s quais compreendem neurdnios colinérgicos,
glutamatérgicos e GABAérgicos (Wang e Morales, 2009; Boucetta e cols., 2014;
Mena-Segovia e Bolam, 2017). Os neurbnios colinérgicos do PPT séo
diferencialmente distribuidos através do eixo rostrocaudal. A parte mais rostral do
PPT, atualmente denominada de parte dissipada, exibe uma menor quantidade de
neurénios colinérgicos quando comparada a parte caudal, denominada de parte
compacta. JA os neurbnios glutamatérgicos sdo mais densamente distribuidos na
porcao caudal do PPT, enquanto que os neurdnios GABAEérgicos estdo densamente
concentrados na porc¢ao rostral do PPT (Mena-Segovia e cols., 2009; Mena-Segovia
e Bolam, 2017).

Estudos demonstraram que a ativacao colinérgica da formacdo reticular
medial pontina pode induzir muitas caracteristicas do sono REM, incluindo o
aumento da variabilidade respiratéria (Gilbert e Lidic, 1990, 1991, 1994; Kubin,
2001). Posteriormente a esses achados, dados publicados na literatura mostraram
pela primeira vez que a estimulacdo do PPT induz perturbagcdes respiratorias de

longa duracéo, incluindo apneias. Esses resultados indicam um papel para o PPT
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como importante modulador de geracdo do padrdo respiratério (Saponjic e cols.,
2003).

Caudal ao PPT existe outra fonte colinérgica denominada nucleo tegmental
laterodorsal (LDT), assim como o PPT, o LDT também € composto por neurdnios
colinérgicos, glutamatérgicos e GABAérgicos (Mena-Segovia, 2016; Mena-Segovia e
Bolam, 2017). Visto que a ativacéo colinérgica da formacéo reticular medial pontina
pode induzir o aumento da variabilidade respiratéria (Gilbert e Lidic, 1990, 1991,
1994; Kubin, 2001), e sendo o PPT e o LDT principais fontes colinérgicas para o
sistema nervoso central, torna-se importante investigar a possivel participacdo do
LDT, assim como do PPT na E2. A literatura evidenciou que a estimulacao
farmacoldgica de receptores muscarinicos em neurdnios do pFRG com aplicacao de
carbacol gera expiracdo ativa, sugerindo que a transmissdo colinérgica contribui
para essa resposta (Boutin e cols.,, 2016). Dessa forma, tornou-se importante
investigar a possivel existéncia de uma transmissdo colinérgica oriunda do PPT e
LDT para o pFRG.

1.2.3 Complexo de Botzinger (BotC)

Essa regido € considerada uma fonte priméria de atividade expiratéria passiva
(Schreihofer e cols., 1999; Tian e cols., 1999) e € composta principalmente por
neurénios glicinérgicos (Schreihofer e cols., 1999) com padrdo expiratorio (Merrill e
cols., 1983), que se projetam para outras regides da coluna respiratéria incluindo o
RTN (Fedorko e cols., 1989; Jiang e Lipski, 1990; Merrill e Fedorko, 1984; Tian e
cols., 1998; Guyenet e cols., 2009). Estudos in vivo mostraram interacdes inibitorias
entre 0s neurdnios expiratorios do BotC e neurbnios inspiratorios localizados no pre-
BotC e no rVRG, sugerindo um mecanismo para a geracao do ritmo respiratério
(Cohen, 1979; Ezure, 1990; 2004; Jian e Lipski, 1990; Tian e cols., 1999; Smith e
cols., 2007). Entretanto, Janczewski e colaboradores realizaram experimentos com
ratos adultos mostrando que a inibicdo pdos-sinaptica nas regiées do preBotC e BotC
ndo é essencial para a geracdo do ritmo respiratério (Janczewski e cols., 2013).

Experimentos in situ sugerem que ha uma distinta populacdo de neurdnios,
com atividade no final da expiracdo (denominados late-E), na regiao do BotC e do
PFRG; estes neurdnios disparam no final da expiracdo ativa e podem ser recrutados
em condigbes de maior demanda expiratoria, ou seja, durante situacbes de

hipercapnia, hipoxia ou durante a realizacdo de exercicios fisicos, para otimizar a
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expiracao (Abdala e cols., 2009). Considerando tais informacdes a respeito do BotC,
torna-se importante também a investigacdo dessa regido, uma vez que a mesma €
fonte priméaria de inibicdo para a rede respiratéria (Merrill, 1981; Feldman e cols.,
1984).

1.2.4 Rafe bulbar

A rafe bulbar (RB) é constituida por grupamentos neuronais dispostos em
uma coluna que se estende junto a linha média no eixo rostro-caudal, sendo
composta pelos nucleos: obscuro (ROb), pélido (RPa) e magno (RMg) (Richerson,
2004). Na RB existem neurbnios de diversos fendtipos, sendo 0s neurdnios
serotoninérgicos 0s principais presentes nesta regido (Mason, 1997). Os neurbnios
da RB se projetam para toda coluna respiratoria ventral: cVRG, rVRG, preBotC,
BotC e o0 RTN (Smith e cols., 2013), além de também se projetarem para o ndcleo
motor do frénico (Cao e cols., 2006b), indicando sua forte participacdo no controle
respiratorio.

A literatura vem sugerindo um papel importante para 0s neurbnios
serotoninérgicos da RB no quimiorreflexo central, por meio de registros de atividade
elétrica celulares in vitro (Richerson, 1995; Wang e cols., 1998; Wang e Richerson,
1999), in situ (Iceman e cols., 2013), e durante acidose focal in vivo (Bernard e cols.,
1996; Hodges e cols., 2004 a,b; Nattie e Li, 2001). A rafe responde de maneira
diferente a ativacdo do quimiorreflexo central dependendo da populacdo neuronal e
regido especifica. Um exemplo é uma pequena por¢cdo de neurbnios que sdo
GABAEérgicos e nao serotoninérgicos da RB que, ao contrario dos neurdnios
serotoninérgicos, sao inibidos frente ao estimulo de CO, (Richerson, 1995; Wang e
cols, 1998; Wang e Richerson, 1999; Hodges e cols., 2005; Iceman e cols., 2014).
Assim, a estimulacdo dos neurbnios serotoninérgicos da rafe por CO, leva a
excitacdo de uma grande parte de neurbnios respiratérios; no entanto um segundo
efeito da hipercapnia sobre os neurdnios da rafe seria suprimir a inibicdo ténica da
rafe sobre a rede respiratoria, e para isso existiria a contribuicdo também de
neurdnios que sdo GABAEégicos (Richerson e cols., 2001; Iceman e cols., 2014).

Dessa forma, torna-se importante também investigar se esta regido € uma
das fontes de inibicdo para o pFRG, uma vez que a mesma se projeta para regides
respiratorias do bulbo (Holtman e cols., 1990; Smith e cols., 2013) e possui uma

populacao de neurdnios inibitérios GABAérgicos.
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2 OBJETIVO

Experimentos descritos na literatura mostraram que em ratos adultos
anestesiados a desinibicdo farmacoldgica local do pFRG pode gerar expiracao ativa,
pois neurdnios anteriormente silenciosos passam a ser ritmicamente ativos
(Pagliardini e cols., 2011; Huckstepp e cols., 2018). Esses resultados sugerem que,
durante situacdes em que ndo ha a necessidade da expiracéo ativa, os neurénios do
pFRG envolvidos no controle da expiracdo ativa encontram-se inibidos. No entanto,
até o presente momento, ndo se sabe a origem dessa inibicdo. Baseado nesses
fatos, o objetivo do presente estudo foi caracterizar de forma anatomofuncional as
fontes de aferéncias inibitorias para o pFRG envolvidas no controle da expiracéo
ativa (Fig. 2). E como o RTN é uma regido excitatoria e quimiossensivel (Stornetta e
cols., 2006; Takakura e cols., 2008), investigar também se essa regido esta
envolvida com a expiracao ativa enviando projecdes para o pFRG.

Portanto, os objetivos deste estudo foram:

- identificar a localizacdo do pFRG onde a desinibicdo gera a expiracao ativa;

- investigar de forma anatdmica a existéncia de projecdes de grupamentos de
neurénios GABAérgicos para a regido do pFRG;

- Investigar de forma funcional a existéncia dessas projecbes por meio da
inibicdo do grupamento neuronal responsavel por enviar projecoes GABAérgicas ou
glicinérgicas para o pFRG e registro das variaveis respiratorias;

- Investigar anatomicamente a existéncia de uma conexao direta entre o RTN
e 0 pFRG.
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Figura 2 - Esquema representando as proje¢des sugeridas para o pFRG das regides
inibitorias do tronco encefélico envolvidas no controle da respiragéo.

Abreviagbes: AP: area postrema; Amb: nucleo ambiguos, NTSi: nudcleo trato solitario
intermediario; py: trato piramidal; Sp5: trato espinal do trigémeo; I0D: oliva inferior dorsal;
cc: canal central; RPa: nacleo palido da rafe; 4v: quarto ventriculo; 12N: hipoglosso; ROb:
ndcleo obscuro da rafe; BotC: complexo de Botzinguer; RVL: bulbo rostral ventrolateral; 7:
nacleo motor do facial; ml: lemnisco medial; RMg: nldcleo magno da rafe; scp: peddnculo
cerebelar superior; s5: raiz sensitiva do nervo trigémeo; Pn: ndcleo pontino; RTN nucleo
retrotrapezoide; pFRG: regido parafacial lateral; mlf: fasciculo longitudinal medial; LDT:
ndcleo tegmental laterodorsal; Ag: aqueduto mesencefalico; PAG: substancia cinzenta
periaquedutal; RRf: area retrorubral; cp: pedunculo cerebral; scpd: pedunculo superior
cerebelar; PPT: nucleo tegmental pedunculopontino.
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3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS REALIZADOS

Para este trabalho, utilizamos protocolos anatdmicos e funcionais descritos a

sequir.

3.1 Identificar a localizacdo do pFRG onde a desinibigcdo gera expiragédo ativa
nas nossas condi¢cdes experimentais

Experimentos prévios da literatura ja mostraram que a desinibicdo dos
neurénios do pFRG leva a geracdo da atividade expiratéria ativa (Pagliardini e cols.,
2011). Diante disso, este protocolo tem por objetivo confirmar esse achado no nosso
laboratorio e nas nossas condi¢cdes experimentais, além de auxiliar na precisa
localizacdo da injecdo do tracador retrégrado que faz parte dos protocolos
neuroanatdomicos que buscam investigar a fonte de inibicdo para o pFRG.
Protocolo experimental: Os animais foram anestesiados com isoflurano,
tragueostomizados, vagotomizados e tiveram canuladas as artéria e veia femorais.
ApoOs os procedimentos cirdrgicos, o isoflurano foi substituido por uretano. Foi
introduzido no encéfalo dos animais, pipetas de vidro preenchidas com salina ou
bicuculina+estricnina (250 uM/200 nL) nas regibes do pFRG ou RTN. Foram feitos
registros da pressao arterial (PA) e a atividade elétrica dos musculos diafragma
(Diagmc) e abdominal (Abdemg) para monitoramento das variaveis cardiovasculares e
respiratorias, respectivamente, ap0s a administracdo de salina ou
bicuculina+estricnina no pFRG ou RTN.

Ao final dos experimentos, os animais foram eutanasiados e perfundidos e

tiveram os encéfalos retirados para andlise do sitio de injecao.

3.2 Investigar se existem projecdes das regides como BotC, NTS, PPT ou RB para
0 RTN e pFRG e se estas possiveis projecdes para o pFRG sao inibitorias

O objetivo deste protocolo foi investigar qual grupamento GABAérgico do
SNC seria a fonte responséavel por enviar projecdes inibitorias para o pFRG.
Protocolo experimental: Foram realizadas injegbes com uma pipeta de vidro
(diametro da ponta de aproximadamente 20 um) acoplada a um aparelho de injecéao
sob presséao com nitrogénio de tracador retrogrado (Fluorogold (FG) ou Colera toxina

b (CTb) nas regides do RTN (regido que contém a grande concentracdo de
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neurbnios quimiossensiveis (Stornetta e cols., 2006; Takakura e cols., 2008) ou
pFRG (regido que contém os neurbnios envolvidos com a expiracdo ativa)
(Pagliardini e cols., 2011; Huckstepp e cols., 2015). As coordenadas para o RTN
foram: 8,6 - 8,8 mm abaixo da superficie dorsal do encéfalo, 1,6-1,9 mm lateral em
relacdo a linha média e 2,6-2,8 mm caudal ao lambda; e para o pFRG foram: 8,6 -
8,8 mm abaixo da superficie dorsal do encéfalo, 2,5-2,7 mm lateral em relagédo a

linha média e 2,6-2,8 mm caudal ao lambda.

Sete a dez dias apos a injecdo do tracador, os animais foram anestesiados
com pentobarbital (60 mg/kg, intraperitoneal, i.p.; Abbott Laboratories) e perfundidos
através do ventriculo cardiaco esquerdo com tampéao fosfato-salino (PBS) (pH 7,4)
seguido de formaldeido (4% em 0,1 M de tampéo fosfato, pH 7,4). Tiveram os
encéfalos removidos e cortados para posterior tratamento de imuno-histoquimica e
hibridizacéo in situ.

Primeiramente, foi investigado por meio de microscopia a existéncia de
projecdes das regides em questdo para o pFRG e RTN. Os tecidos provenientes do
grupo de animais que tiveram injecdes do tracador localizadas no pFRG foram
submetidos ao protocolo de hibridizacao in situ. Ao final, foram realizadas analise
microscépica e quantificacdo neuronal para que pudéssemos definir as fontes de
projecdes GABAérgicas para o pFRG.

3.3 Investigar de forma funcional a existéncia dessas projecdes por meio da
inibicdo do grupamento neuronal responsavel por enviar projecdes inibitérias
para o pFRG e registro das variaveis respiratorias

O objetivo desse protocolo foi investigar se a inibicdo das regides candidatas
a fonte de inibicdo do pFRG, tais como NTSi, PPT, BotC, ROb e RMg promove
ativacado da expiracao ativa.

Embora tenhamos constatado proje¢c8es inibitérias oriundas do KF para o
pPFRG e RTN, a regido do KF néo foi investigada funcionalmente porque dados na
literatura apontaram que em ratos, inibicdes na regiao do KF com agonista do
receptor GABA-A ndo é capaz de gerar expiracao ativa em condi¢des basais (Jenkin
e cols., 2017). Também néo investigamos a regido do LDT funcionalmente por limite

de tempo, mas pretendemos investiga-la futuramente.
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Protocolo experimental: Os animais foram anestesiados com isoflurano,
traqueostomizados, vagotomizados e tiveram canuladas as artéria e veia femorais.
ApoOs os procedimentos cirdrgicos, o isoflurano foi substituido por uretano. Em
diferentes grupos de animais, com pipetas de vidro, foram realizadas injecdes
bilaterais de salina (30 nl - controle) ou muscimol (60 pmol/30 nL) no NTSi, PPT,
BotC, ROb e RMg. As coordenadas utilizadas foram:

1) NTSi: 0,6—-0,7 mm abaixo da superficie dorsal do bulbo, 0,7 mm lateral em relacéo
a linha média e 0,5-0,6 mm caudal ao calamus scriptorius;

2) PPT: 6,8 mm abaixo da superficie dorsal do encéfalo, 2,3 mm lateral em relacéo a
linha média e 8,9 mm caudal ao bregma.

3) BotC: 8,2-8,3 mm abaixo da superficie dorsal do encéfalo, 1,8 mm lateral em
relacdo a linha média e 2,8-3.0 mm caudal ao lambda.

4) ROb: 7,8-8,0 mm abaixo da superficie dorsal do encéfalo, 0 mm lateral em
relagdo a linha média e 3,5-4,0 mm caudal ao lambda;

5) RMg: 8,2-8,4 mm abaixo da superficie dorsal do encéfalo, 0 mm lateral em
relacdo a linha média e 1,4-1,8 mm caudal ao lambda;

Foram feitos registros da PA, Diagvc € Abdemc para monitoramento das
variaveis cardiovasculares e respiratorias, respectivamente, apos a administracdo de
salina ou muscimol nessas regides.

Ao final dos experimentos, os animais foram eutanasiados e perfundidos e

tiveram os encéfalos retirados para analise do sitio de injecao.

3.4 Investigar de forma anatdmica a existéncia de projecdes de neurdnios do
RTN para o pFRG
O objetivo desse protocolo foi investigar se neurbnios do RTN poderiam
contribuir para a expiracao ativa com projecdes diretas excitatdrias para o pFRG.
Protocolo experimental: Foram utilizados animais que receberam injecbes de
tracador retrogrado na regido do pFRG. Posteriormente foi realizada imuno-
histoquimica para o fator de transcricdo Phox2b no RTN e andlises microscépicas

para verificar conexdes diretas entre essas duas regioes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos, com peso variando entre 350 e 500
gramas, provenientes do Biotério de Producdo de Ratos (ICB, Rede USP de
Biotérios). Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Farmacologia
em caixas com no maximo 4 ratos/caixa, com agua e racdo (Nuvlab) ad libitum. O
ciclo claro-escuro do biotério € mantido como de 12 horas cada, com o ciclo escuro
iniciando as 18 horas e 30 minutos. Os protocolos experimentais descritos acima
estdo de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotado pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do ICB-USP (CEUA:
80/13).

4.2 Experimentos neuroanatébmicos

Foram utilizados métodos assépticos para evitar os riscos de infeccdes em
todos os procedimentos cirargicos.

As injecbes de tracadores retrogrados foram realizadas em animais
anestesiados com uma mistura anestésica de cetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina (7
mg/kg, i.p.). Os animais foram adaptados a um aparelho estereotaxico (Kopf 1760
Instruments, CA, USA) e foi realizada administracdo de injecdes sob pressdo com
nitrogénio, utilizando-se pipetas de vidro com a ponta de diametro de 20 pum
acopladas ao aparelho PicoSpritzer 1l (General Valve Corporation, NJ, USA) dos
tracadores retrogrados Fluorogold (FG: 2% em salina estéril - 100 nl; Fluorochrome,
Inc., Englewood, CO, USA) ou Célera Toxina b (CTb) (1% em 0,2 M de fosfato pH,
7,35; Laboratories Lista Biolégicas, Campbell, CA, EUA) unilateralmente no RTN ou
PFRG. As injecOes foram realizadas utilizando as seguintes coordenadas: 2,6-2,8
mm caudal em relacdo ao lambda, 8,5-8,6 mm abaixo da superficie dorsal do
encéfalo e 1,6-1,9 mm ou 2,5-2,7 mm lateral em relacdo a linha média para o RTN
ou pFRG, respectivamente.

Ao final da cirurgia, 0os animais receberam injecdo intramuscular de
Pentabibtico Veterinario - Pequeno Porte (0,2 ml/rato, Fort Dodge Saude Animal
Ltda) e injecdo subcutanea do analgésico/anti-inflamatorio Ketoflex (0,2 ml/rato,

cetoprofeno 1%).
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Todos os animais que receberam as injecdes dos tracadores permaneceram

vivos por sete a dez dias apoés a cirurgia.

4.3 Experimentos eletrofisioldégicos

Os animais foram anestesiados inicialmente com isoflurano 5% em 100% de
oxigénio. Posteriormente, foram traqueostomizados e colocados em ventilagcao
artificial com 1,4 - 1,5% de isoflurano em 100% de oxigénio para continuacado dos
procedimentos cirargicos. Foram realizados os seguintes procedimentos cirdrgicos:

1) canulacdo da artéria e veia femorais para registro de PA e administracdo
de drogas, respectivamente;

2) vagotomia bilateral a fim de prevenir uma influéncia da ventilacdo na
atividade do musculo diafragma,;

3) estereotaxia (modelo Kopf 1760): remocao do 0sso occipital para insergcao
de uma pipeta de vidro para injecéo de drogas;

4) localizacdo dos musculos abdominal e diafragma para registro da atividade
eletromiogréfica.

ApOs a cirurgia, o anestésico isoflurano foi substituido pelo anestésico
endovenoso uretano (1,2 - 1,4 g/kg). Os animais foram ventilados com 100% de
oxigénio durante todo o periodo experimental e tiveram posicionada uma sonda retal
para monitorizacdo da temperatura corpOrea (temperatura mantida em 37°C,
utilizando-se um colchdo com resisténcia interna para aquecimento). O indice de
CO,-expirado foi monitorado durante todo o experimento por meio de um
capndémetro (Capstar Instruments, CWE, Inc, USA) e o monitoramento do nivel da
anestesia foi feito testando-se a auséncia de efeitos no reflexo de retirada e de
mudancas na PA ao pincamento das patas traseiras.

Os niveis de CO; expirado foram ajustados para 4% (valores basais) (60 a 80
ciclos/s; volume de 1 a 1,2 ml/100 g de rato) antes de iniciar 0s experimentos, pois
essas condicdes de CO, expirado esta abaixo do limiar de atividade expiratdria ativa,
ou seja, da atividade do musculo abdominal nas nossas condigfes experimentais.

Foi realizado estimulo de hipercapnia com 10% de CO, antes e apos as

injecdes encefalicas.
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4.4 Eletromiografia dos muasculos respiratorios

O posicionamento de implantes de fios de prata isolados e com as pontas
expostas nos musculos diafragma e abdominal dos animais foi realizado com o
objetivo de registrar a atividade eletromiogréafica desses musculos. Os sinais foram
amplificados e filtrados de 100 a 3000 Hz e adquiridos por meio de um conversor
A/D (CED 1401, Cambridge Electronic Design, UK) em um computador, utilizando o
software Spike 2 (Versdo 6.16; Cambridge Electronic Design, UK). Os resultados
foram gravados em DVD para analises. Por meio das analises das atividades dos
musculos diafragma e abdominal, pudemos avaliar as atividades inspiratoria e

expiratoria, respectivamente.

4.5 Farmacos utilizados

Foram utilizados os seguintes farmacos:

- coquetel formado por bicuculina (antagonista GABAérgico do subtipo A) + estricnina
(antagonista glicinérgico): 250 uM/200 nl;
- muscimol (agonista GABAérgico do subtipo A): 60 pmol/30 nl.

Esses farmacos foram diluidos em salina e continham 5% de microesferas de
latex fluorescentes (Lumafluor, New City, NY, USA) para posterior analise histologica
(Moreira e cols., 2006; 2007; Takakura e cols., 2006). Os farmacos foram
administrados sob pressdo com nitrogénio, utilizando-se pipetas de vidro (Sutter
Instrument Co, CA) acopladas ao aparelho PicoSpritzer 1l (General Valve
Corporation, NJ).

O coquetel foi injetado na regido do RTN e pFRG e as coordenadas
estereotaxicas foram as mesmas utilizadas para a injecdo dos tracadores. O
muscimol foi injetado nas regiées do NTSi, RB, BotC e PPT. As coordenadas para
essas regides foram as seguintes:

1) NTSi: 0,6—-0,7 mm abaixo da superficie dorsal do bulbo, 0,7 mm lateral em relagcéo
a linha média e 0,5-0,6 mm caudal ao calamus scriptorius;

2) PPT: 6,8 mm abaixo da superficie dorsal do encéfalo, 2,3 mm lateral em relacdo a
linha média e 8,9 mm caudal ao bregma.

3) BotC: 8,2-8,3 mm abaixo da superficie dorsal do encéfalo, 1,8 mm lateral em
relacdo a linha média e 2,8-3.0 mm caudal ao lambda.

4) ROb: 7,8-8,0 mm abaixo da superficie dorsal do encéfalo, 0 mm lateral em

relacdo a linha media e 3,5-4,0 mm caudal ao lambda;
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5) RMg: 8,2-8,4 mm abaixo da superficie dorsal do encéfalo, 0 mm lateral em
relacdo a linha média e 1,4-1,8 mm caudal ao lambda

4.6 Perfuséo

Ao término dos experimentos, os animais foram profundamente anestesiados
com pentobarbital de sodio (60 mg/kg, i.p.) e perfundidos através do ventriculo
cardiaco esquerdo com tampéao fosfato-salino (PBS - pH 7,4), seguido de
formaldeido (4% em 0,1 M de fosfato, pH 7,4), utilizando uma bomba de perfuséo
com a rotacdo ajustada para 50 rpm para tratamentos imuno-histoquimico e

hibridizacéo in situ e para a confirmacao do sitio de injecao.

4.7 Histologia

ApO6s a perfusdo, os animais tiveram seus encéfalos removidos e
armazenados em formaldeido (4% em 0,1 M de fosfato, pH 7,4) por 4 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, os encéfalos foram transferidos para uma
solucdo de sacarose (20%) e armazenados em geladeira. Posteriormente, os
encéfalos foram cortados em micr6tomo numa espessura de 40 um e armazenados
em solucdo anti-congelante (crioprotetora: 20% de glicerol, 30% de etileno glicol em
50 mM de fostato, pH 7.4) que preserva as qualidades do tecido encefalico para
posterior tratamento de imunofluorescéncia (Schreihofer e Guyenet, 1997). Os
anticorpos utilizados para os tratamentos de imuno-histoquimica encontram-se na
tabela 1.

CThb foi detectada utilizando-se um anticorpo primario anti-CTb feito em cabra
seguido pelo anticorpo secundario Alexa488-anti-cabra feito em camundongo. A
imunorreatividade para triptofano hidroxilase (TrOH) foi detectada utilizando-se o
anticorpo primario anti-TrOH feito em camundongo seguido do anticorpo secundario
Alexa488 ou Cy3-anti-camundongo feito em burro (1:200; Jackson, West Grove, PA,
USA). A imunorreatividade para ChAT foi detectada utilizando o anticorpo primario
anti-ChAT feito em cabra seguido do secundario Alexa488-anti-cabra feito em
camundongo. Phox2b foi detectado utilizando o anticorpo anti-phox2b feito em
coelho seguido pelo anticorpo secundario Cy3-anti-coelho feito em burro (Tabela 1).
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Anticorpos primarios Anticorpos secundarios
Anti-CTb feito em cabra Alexa 488 anti-cabra feito
em camundongo
(1:2000; List Biological Laboratories, Campbell, (1:200; Jackson, West Grove, PA, USA)
CA, USA)
Anti-TrOH feito em camundongo Cy3/Alexa 488 anti-camundongo
feito em burro
(1:2000; Millipore, Billerica, MA, USA) (1:200; Jackson, West Grove, PA, USA)
Anti-ChAT feito em cabra Alexa 488 anti-cabra feito
em camundongo
(1:2000; Millipore, Billerica, MA, USA) (1:200; Jackson, West Grove, PA, USA)
Anti-Phox2b feito em coelho Cy3 anti-coelho feito
em burro
(1:800; doacgdo de JF Brunet) (1:200; Jackson, West Grove, PA, USA)
Anti-FG feito em coelho Alexa 488 anti-coelho feito
(1:5000; Millipore, Billerica, MA, USA) em burro
(1:200; Jackson, West Grove, PA, USA)

Tabela 1 - Anticorpos utilizados

Lista de anticorpos primérios e secundarios utilizados na presente tese.

4.8 Hibridizag&o in situ

Para o protocolo de hibridizacao in situ, as se¢0es foram lavadas em solucao
tampéo fosfato-salino (PBS), montadas em laminas, sob baixa iluminagéo. Todas as
secdes foram montadas e reagidas no mesmo dia, estando expostas as mesmas
condicles e solucbes experimentais.

Os tecidos encefalicos foram desidratados, foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddégena por meio de incubacdo em peroxido de hidrogénio e foi
realizada a recuperacdo do tecido por incubacdo em protease. Foi realizada a
incubacédo do tecido na presenca da sonda para o acido glutdmico descarboxilase 1
(GAD1: 67kDa) do kit de ensaio fluorescente RNAscope Multiplex (Advanced Cell
Diagnostics (ACD), Hayward, CA; RRID: SCR_012481) no hibridizador a 40°C. Em
seguida, o tecido foi lavado com tampéao, incubado no hibridizador com o
amplificador 3 vezes, sendo a primeira e a segunda por 30 minutos e a terceira por
15 minutos. Entre cada incubacgéo, o tecido foi lavado com solucéo tampé&o. Por fim,
realizou-se uma reacéo de peroxidase nos tecidos e em seguida os mesmos foram
lavados com solucdo tampéao e incubados na presenca do fluoréforo (fluoresceina)

por 30 minutos no hibridizador, e incubados em um blogueador de peroxidase.
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Apoés o tratamento de hibridizacdo in situ, foi realizada imunofluorescéncia
para marcar oS neurdnios que captaram o tracador FG. Para isso, utilizou-se o
anticorpo primario feito em coelho anti-Fluorogold seguido do secundario Alexa488-

anti-coelho feito em burro .

4.9 Analise histoldgica

Posteriormente, os cortes encefalicos foram montados em sequéncia rostro-
caudal em laminas e analisados num microscépio (Zeiss Axioskop 2) tanto para
conferir os locais das injecdes, quanto para localizagdo dos neurdnios marcados
com o tracador, neurénios GABAEérgicos, neurbnios serotoninérgicos, colinérgicos e
gue expressavam o fator de transcricdo Phoxb2. Toda a homenclatura anatémica foi
baseada no atlas de Paxinos e Watson (1998) e em trabalhos anteriores (Weston e
cols., 2003; Takakura e cols., 2006; Moreira e cols., 2006).

Andlise foi feita utilizando 1-em-6 séries de 40 um do encéfalo, por rato.
Foram realizadas fotomicrografias dos tecidos. Apds delimitacdo das areas de
escolha, a quantificacdo neuronal foi realizada utilizando o Software ImageJ

(programa de dominio publico disponivel a partir do NIH; http//rsb.info.nih.gov/ij/).

4.10 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Sigma Stat 3.0
(Jandel Corporation, Point Richmond, CA). Os dados foram tabelados e
representados em graficos como média + erro padrdo da média. Teste de Student-
Newman-Keuls precedido de analise de variancia (ANOVA de uma via) ou teste T
foram utilizados para comparacdo entre as médias. O indice de significancia foi

fixado em p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos cardiorrespiratérios promovidos pela desinibicédo bilateral do RTN e
pFRG

Esta série de experimentos foi realizada para reproduzir os efeitos
observados na literatura quando se gera a expiracdo ativa pela desinibicao bilateral
do pFRG (Pagliardini e cols., 2011). Com isso, conseguimos definir a exata
localizacdo da superficie ventral do bulbo em que a desinibicdo gera a expiracao
ativa. Para isso, dividimos os nossos resultados em dois grupos: animais com
desinibicdo bilateral do RTN e animais com desinibicdo bilateral do pFRG, pois
trabalhos da literatura postulam a existéncia dessas 2 populacdes distintas de
neurénios, sendo uma mais medial e envolvida na quimiorrecepcdo central e
inspiragdo (RTN) e uma mais lateral, envolvida na geracdo da expiragdo ativa
(PFRG) (Pagliardini e cols., 2011; Huckstepp e cols., 2015; Huckstepp e cols., 2018;
Pisanski e Pagliardini, 2018).

5.1.1 Desinibicao bilateral do RTN

Por meio de andlise histolégica, pudemos observar que bicuculina+estricnina
(250 puM, 200 nl) foram injetadas bilateralmente na regido do RTN, atingindo a regiéo
em gque se concentra a maior densidade de neurénios CO,-sensiveis, conforme
evidenciado pela presenca das microesferas de latex fluorescentes incluida no
coquetel (Fig. 3G). Dentre os experimentos realizados, 7 animais apresentaram
injecdes bilateralmente localizadas no RTN (Fig. 3I).

Com relacdo a atividade cardiorrespiratéria basal, a injecdo bilateral de
bicuculina+estricnina no RTN aumentou a PA (137 £ 12 mmHg, vs. salina: 114 + 14
mmHg, p<0,05), a frequéncia Diagmc (40 + 2, vs. salina: 20,5 + 3,5 bpm, p<0,05) e a
amplitude Diagyvc (0,4 £ 0,05, vs. salina: 0,1 + 0,02 mV, p<0,05) (Figura 3A e C-F),
mas nao foi capaz de gerar expiracao ativa (Fig. 3A).

A hipercapnia produziu aumento na PA (145 £ 11, vs. 4-5% CO,: 110 = 14
mmHg, p<0,05), frequéncia Diagug (52 * 4, vs. 4-5% CO,: 20 = 3 bpm, p<0,05) e
amplitude Diagve (0,9 + 0,07, vs. 4-5% CO,: 0,1 + 0,02 mV, p<0,05) e gerou
expiracdo ativa (Figs. 3A e C-F) em ratos que tinham recebido a inje¢do prévia de

salina bilateralmente no RTN. Essas respostas nao foram significativamente
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diferentes ap6s a administragcdo de bicuculina+estricnina bilateralmente no RTN
(Figs. 3A e C-F).

5.1.2 Desinibicéo bilateral do pFRG

Por meio de andlise histolégica, pudemos observar que bicuculina+estricnina
(250 pM, 200 nl) foram injetadas bilateralmente na regido do pFRG, atingindo a
regido em que se concentra neurbnios responsaveis pela geracao da expiracao ativa
(Pagliardini e cols., 2011; Huckstepp e cols., 2015), conforme evidenciado pela
presenca das microesferas de latex fluorescentes incluida no coquetel (Fig. 3H).
Dentre os experimentos realizados, 7 animais apresentaram injecdes bilateralmente
localizadas no pFRG (Fig. 3I).

Com relacdo a atividade cardiorrespiratéria basal, a injecdo bilateral de
bicuculina+estricnina no pFRG aumentou a PA (139 + 9 mmHg, vs. salina: 121 + 10
mmHg, p<0,05), a frequéncia Diagvc (36 *+ 4, vs. salina: 14,5 = 2 bpm, p<0,05) e a
amplitude Diague (0,4 £ 0,05, vs. salina: 0,1 £ 0,02 mV, p<0,05) e foi capaz de gerar
expiracao ativa (Figs. 3B e C-F).

Nesses animais, hipercapnia produziu aumento na PA (151 % 6, vs. 4-5%
CO,: 121 + 10 mmHg, p<0,05), frequéncia Diaguc (48 = 3, vs. 4-5% CO,: 15 £ 2
bpm, p<0,05) e amplitude Diagws (1 = 0,1, vs. 4-5% CO,: 0,1 £ 0,02 mV, p<0,05) e
gerou expiracao ativa (Figs. 3A e C-F) em ratos que tinham recebido a injecéo prévia
de salina bilateralmente no pFRG. Essas respostas ndo foram significativamente
diferentes ap6s a administracdo de bicuculina+estricnina bilateralmente no pFRG
(Figs. 3C-F).

Estes resultados confirmam que quando desinibido, o pFRG gera a expiracao
ativa. Assim, esses resultados estdo de acordo com os dados da literatura
(Pagliardini e cols., 2011), sugerindo que a regidao do pFRG esta envolvida com a

expiracao ativa.
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Figura 3 - Respostas cardiorrespiratérias promovidas pela desinibicéo bilateral do
RTN e pFRG

A e B) Registros representativos de um animal de cada grupo mostrando os efeitos da
injecao bilateral de salina ou bicuculina+estricnina (B+S) no RTN (A) ou no pFRG (B) nas
respostas cardiorrespiratorias basais e induzidas por hipercapnia. C-F) Gréaficos mostrando
alteracBes na pressao arterial, frequéncia Diagys € amplitude Diagyg basais e induzidas por
hipercapnia, em animais que receberam a inje¢do bilateral de salina ou B+S no RTN ou
pFRG. *diferente de 4-5% CO, (SALINA), (p<0,05). G e H) Fotomicrografias de animais
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representativos de cada grupo mostrando a presenca de microesferas de latex na regiao do
RTN (G) e do pFRG (H). I) Representacfes esquematicas da localizagédo e extensdo das
sete injecdes bilaterais de B + S no RTN e no pFRG (vermelho = RTN, azul = pFRG).
Abreviacfes: Sp5: trato espinal do trigémeo; 7: nacleo motor do facial; RPa: nucleo palido da
rafe; py: trato piramidal. Escalas em G e H = 0,5 mm, | = 1 mm. N=7 para RTN e N=7 para
PFRG.

5.2 ProjecOes neuroanatomicas

A proxima série de experimentos foi realizada para verificarmos as possiveis
fontes de inibicdo para a regido do pFRG e comparar com as projecOes para a
regido do RTN. A analise microscépica mostrou a localizacdo das injecées do
tracador FG e CTb no RTN e pFRG (Fig. 4). Como esses tracadores sao
retrogrados, foram captados pelas varicosidades axonais no lugar da injecéo,
transportados retrogradamente marcando corpo celular em regides que se projetam
para o local do sitio de injecdo. Algumas injecdes foram localizadas abaixo da
porcdo caudal do nucleo facial, atingindo a regido em que se concentra a maior
densidade de neurbnios quimiossensiveis (Stornetta et al., 2006; Takakura et al.,
2008), o qual descriminamos como RTN. Outras injecdes foram localizadas
lateralmente, bem proximas ao espinal do trigémeo, que consideramos como pFRG,
uma regido que contém os neurbnios envolvidos com a E2 (Huckstepp e cols.,
2015). As injecdes de FG foram realizadas em 6 animais no RTN e em 3 animais no
pFRG. Ja o CTb foi injetado somente no pFRG, em 3 animais. Os centros das
injecdes se localizaram 11,06 - 11,60 mm caudal ao bregma (Figs. 4D-F).

Na maioria das regifes analisadas, pudemos observar projecfes oriundas dos
mesmos nucleos tanto para o RTN quanto para o pFRG. Essas regifes estao
envolvidas no controle respiratério. Sao elas: o NTSi, BotC, rafe bulbar e KF. O PPT
se projeta apenas para o0 RTN e o LDT se projeta apenas para o pFRG. Também
constatamos a existéncia de uma projecéo direta dos neurdnios quimiossensiveis do
RTN para o pFRG.

Apesar de algumas dessas projecdes serem oriundas dos mesmos nucleos,
pudemos observar algumas diferencas entre elas. A seguir, apontaremos essas

diferencas entre cada nucleo.
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Figura 4 - Sitios de injecfes de tracadores retrégrados no RTN e no pFRG

A, C e E) fotomicrografias mostrando o local da inje¢do do tragador Fluorogold no RTN (A),
pFRG (C) e Colera Toxina b no pFRG (E). B, D e F) representacdes esquematicas da
localizacdo e extensdo das seis injegcbes de Fluorogold no RTN (&rea azul) (B), quatro
injecbes de Fluorogold no pFRG (4rea azul) (D) e quatro inje¢cBes de Célera Toxina b no
pPFRG (area verde) (F). Abreviagbes: py: trato piramidal, Sp5: trato espinal do trigémio; 7:

nacleo motor do facial. Escalasem E=0,5mmparaA,CeE;F=1mmparaB,DeF.
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5.2.1 ProjecOes do NTSi

Para a regido do NTSi, a analise foi feita em 2 niveis do encéfalo abrangendo
a distancia antero-posterior 13,68-13,92 mm caudal ao bregma. Nessas 2 sec¢des
analisadas, a quantificacdo total mostrou uma média de 140 = 25 neurbnios dessa
regido que se projetam para o RTN (Figs. 5A-B, 5G e 12) e 60 + 20 que se projetam
para o pFRG. Dos neurbnios que se projetam para o pFRG, 15 = 5 eram
GABAérgicos (Figs. 5C-G e 12).

Com relacédo a localizacdo desses neurbnios, observamos que 0s neurdnios
que se projetam para o RTN localizaram-se na periferia do trato solitario (Fig. 5A), ao
passo que 0s neurbnios que se projetaram para o pFRG localizaram-se nédo s6 na
periferia do trato solitario, mas também logo abaixo da area postrema e de uma
forma mais espalhada ao longo do NTS (Fig. 5C).

A literatura ja evidenciou que nesta regido existe uma subpopulacdo de
neurénios inibitérios GABAérgicos, denominados de pump cells, que sdo neurdnios
de segunda ordem que transmitem para a coluna respiratdria ventral e pontina as
informacBes oriundas dos receptores de distensdo pulmonar de adaptacédo lenta
(SARs). Assim, a inflacdo pulmonar leva a ativagdo de receptores de distenséo
pulmonar de adaptacdo lenta que se projetam para a regido proxima ao trato
solitario no NTSi, ativando as “pump cells”, que sdo neurdnios inibitérios que se
projetam para os neurdnios quimiossensiveis do RTN, inibindo-os (Moreira e cols.,
2007; Takakura e cols., 2007). Entretanto, a literatura presente até o momento, s6
investigou o envolvimento dessa projecdo com a inspiracdo. Dados publicados em
2003 também mostraram que o NTSi € composto por populacbes de neurbnios
glutamatérgicos e GABAérgicos (Weston e cols.,, 2003). Com o0s presentes
resultados, conseguimos confirmar projecdes do NTSi para o RTN e descrever, pela
primeira vez, projecbes também para o pFRG. Dessas projecdes, o fato de uma
parcela ser inibitéria, nos indica que existe uma fonte inibitéria oriunda do NTSi para
0 pFRG, assim como ocorre com 0 RTN, mas desta vez, possivelmente envolvida

com a expiracao ativa.
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Figura 5 - Projecdes do nucleo do trato solitario para o RTN e o pFRG

A) Fotomicrografia da regido do NTSi mostrando neurdnios marcados pelo tracador
Fluorogold (azul) que foi injetado no RTN. B) Ampliacdo do quadrado em branco na figura A.
As setas indicam exemplos de neurbnios do NTSi marcados com o tracador. C)
Fotomicrografia da regido do NTSi mostrando neurénios marcados pelo tracador Fluorogold
(verde) que foi injetado no pFRG e neurdnios GABAérgicos (vermelho). D-F) Ampliacdo do
quadrado em branco da figura C, mostrando neurbnios GABAérgicos (D), neurdnios
marcados pelo tracador FG (E) e a sobreposicéo das imagens (F). As setas em D-F indicam
exemplos de neurdnios GABAérgicos no NTSi duplamente marcados com o tracador. G)
Numero de neurdnios do NTSi que se projetam para o RTN e pFRG. Abreviacdes: AP: area
postrema; cc: canal central. Escalas em A e C = 25 um; B =10 um; D = 10 um para CD-F. N

= 3 para projecdes do NTS para o pFRG e N = 6 para proje¢cdes do NTS para o RTN.
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5.2.2 Projeg¢des do BotC

Para a regido do BotC, a analise foi feita em 3 niveis do encéfalo abrangendo
a distancia antero-posterior 12,0-12,48 mm caudal ao bregma. A quantificacéo total
foi de 75 + 18 neurdnios dessa regido que se projetam para o RTN (Figs. 6A-B, 6G e
12) e 49 £ 4,5 que se projetam para o pFRG. Dos neurdnios que se projetam para o
PFRG, 14 + 4 eram GABAérgicos (Figs. 6C-G e 12).

A regido do BotC é conhecida por conter predominantemente uma populacéo
de neurdnios inibitorios, sendo uma fonte de inibicdo para a rede respiratoria
(Fedorko e Merrill, 1984; Feldman e cols., 1984; Ezure e cols., 2003 a,b). Assim, ela
também poderia ser a fonte de inibicdo para o RTN e pFRG em condi¢fes basais.
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Figura 6 - Projecfes do complexo de Botzinger para o RTN e 0 pFRG

A) Fotomicrografia da regido do BotC mostrando neurdnios marcados pelo tragador
Fluorogold (azul) que foi injetado no RTN. B) Ampliacdo do quadrado em branco na figura A.
As setas indicam exemplos de neurbnios do BotC marcados com o tracador. C)
Fotomicrografia da regido do BotC mostrando neurénios marcados pelo tracador Fluorogold
(verde) que foi injetado no pFRG e neurbnios GABAérgicos (vermelho). D-F) Representacéo
do quadrado em branco da figura C, mostrando neurdnios GABAérgicos (D), neurdnios
marcados pelo tracador FG (E) e a sobreposicéo das imagens (F). As setas em D-F indicam
exemplo de neurbnio GABAérgicos no BotC duplamente marcados com o tracador. G)
Numero de neurbnios do BotC que se projetam para o RTN e pFRG. Abreviagdes: py: trato
piramidal; Ol: oliva inferior. Escalas em A = 50 um; B = 10 um; C = 25 um; F = 25um para D-
F. N = 3 para projec6es do BotC para o pFRG e N = 6 para projecdes do BotC para o RTN.
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5.2.3 Projecdes do KF

Para a regido do KF, a andlise foi feita em 3 niveis do encéfalo abrangendo a
distancia antero-posterior 8,64-9,12 mm caudal ao bregma. A quantificacao total foi
de 35 = 13 neurbnios dessa regido que se projetam para o RTN (Figs. 7A-B, 7G e
12) e 48 + 16 que se projetam para o pFRG. Dos neurdnios que se projetam para o
PFRG, 8 + 1 eram GABAérgicos (Figs. 7C-G e 12).

Dados da literatura jA mostraram que esta regido apresenta populacdes de
neurénios GABAérgicos e glicinérgicos (Dutschmann e Herbert, 1998) e que os
neurbnios dessa regido podem integrar a modulacdo respiratéria e atividade
simpética durante a ativagcdo dos quimiorreceptores centrais (Damasceno e cols.,
2014). Também ja foi mostrado que a estimulacdo do KF produz inibic&do inspiratoria
(Dawid e cols., 2003; Lara e cols., 1994).
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Figura 7 - Projecfes do Kolliker-Fuse para o RTN e o pFRG

A) Fotomicrografia da regido do KF mostrando neurénios marcados pelo tragador Fluorogold
(azul) que foi injetado no RTN. B) Ampliagdo do quadrado em branco na figura A. As setas
indicam exemplos de neurbnios do KF marcados com o tracador. C) Fotomicrografia da
regido do KF mostrando neurdnios marcados pelo tracador Fluorogold (verde) que foi
injetado no pFRG e neurbnios GABAérgicos (vermelho). D-F) Ampliacdo do quadrado em
branco da figura C, mostrando neurdnios GABAérgicos (D), neurdnios marcados pelo
tracador FG (E) e a sobreposi¢cdo das imagens (F). As setas em D-F indicam exemplo de
neurdnio GABAérgicos no KF duplamente marcados com o tracador. G) Numero de
neurdnios do KF que se projetam para o RTN e pFRG. Abreviacdo: spc: pedunculo
cerebelar superior; mcp: pedunculo cerebelar médio. Escalas em A e C =50 um; B = 10 um;
F =20 pm para D-F. N = 3 para projecdes do KF para o pFRG e N = 6 para proje¢des do KF
para o RTN.



50

5.2.4 ProjecOes da RB

A RB foi quantificada levando em consideracdo suas subdivisdes palido
(RPa), obscuro (ROb), e magno (RMg). Cada uma das subdivisdes avaliadas obteve
uma quantificacdo de uma area equivalente a 6 niveis do encéfalo. A andlise na
RODb abrangeu a distancia antero-posterior 12,84-14,04 mm caudal ao bregma e
observou-se uma média de 15 + 4 neurdnios que se projetavam para o RTN, e
destes, 12 + 3 eram neurdnios serotoninérgicos (Figs. 8A-D, 8M e 12); 44 + 2
neurdnios se projetaram para o pFRG, e destes, 17 £ 0,3 eram GABAérgicos e 27 *
2 eram serotoninérgicos (Figs. 8E-M e 12).

A andlise da RMg abrangeu a distancia antero-posterior 10,08-11,28 mm
caudal ao bregma - e observou-se uma média de 42 = 7 neurdnios que se
projetavam para o RTN, e destes, 9,5 £ 0,9 eram neurdnios serotoninérgicos (Figs.
9A-D, 9M e 12); 75 £ 17 neurbnios se projetaram para o pFRG, e destes, 38 = 10
eram neurdnios GABAérgicos e 28 + 3 eram serotoninérgicos (Figs. 9E-M e 12).

N&o foram encontradas projecdes dos neurbnios da RPa para o RTN ou
pPFRG.
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Figura 8 - Projec6es da ROb para o RTN e o pFRG

A) Fotomicrografia da regido da ROb mostrando neur6nios marcados pelo tragador
Fluorogold (azul) que foi injetado no RTN e neurdnios serotoninérgicos (vermelho). B-D)
Ampliacdo do quadrado em branco na figura A, mostrando neurénios serotoninérgicos (B),
neurénios marcados pelo tracador FG (C) e a sobreposicdo das imagens (D). As setas em
B-D indicam exemplos de neurdnio serotoninérgicos na ROb duplamente marcados com o
tracador. E) Fotomicrografia da regido da ROb mostrando neurdnios marcados pelo tragcador
Fluorogold (azul) que foi injetado no pFRG e neurbnios serotoninérgicos (verde). F-H)
Ampliacdo do quadrado em branco na figura E, mostrando neurbnios serotoninérgicos (F),
neurénios marcados pelo tracador FG (G) e a sobreposi¢cdo das imagens (H). As setas em
F-H indicam exemplos de neurbnio serotoninérgicos na ROb duplamente marcados com o
tracador. I) Fotomicrografia da regido da ROb mostrando neurénios marcados pelo tracador
Fluorogold (verde) que foi injetado no pFRG e neurbnios GABAérgicos (vermelho). J-L)
Ampliacdo do quadrado em branco na figura I, mostrando neurbnios GABAérgicos (J),
neurdnios marcados pelo tragador FG (K) e a sobreposi¢éo das imagens (L). M) Numero de
neurbénios da ROb que se projetam para 0 RTN e pFRG. As setas em J-L indicam exemplo
de neurbnios GABAérgicos na ROb duplamente marcados com o tragador. Escalas em A =
20 um; D = 10 pm para B-D; E = 30 um; H = 20 pm para F-H; | = 30 um; L = 20 um para J-L.
N = 3 para projecdes da ROb para o pFRG e N = 6 para projecdes da ROb para o RTN.
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Figura 9 - Projecbes da RMg parao RTN e 0 pFRG

A) Fotomicrografia da regifio da RMg mostrando neurbnios marcados pelo tracador
Fluorogold (azul) que foi injetado no RTN e neurdnios serotoninérgicos (vermelho). B-D)
Ampliacdo do quadrado em branco na figura A, mostrando neurénios serotoninérgicos (B),
neurénios marcados pelo tracador FG (C) e a sobreposicéo das imagens (D). A seta em B-D
indica exemplo de neurdnio serotoninérgico na RMg duplamente marcados com o tragador.
E) Fotomicrografia da regiao da RMg mostrando neurdnios marcados pelo tragador
Fluorogold (azul) que foi injetado no pFRG e neurbnios serotoninérgicos (verde). F-H)
Ampliacdo do quadrado em branco na figura E, mostrando neurbnios serotoninérgicos (F),
neurénios marcados pelo tracador FG (G) e a sobreposi¢cdo das imagens (H). As setas em
F-H indicam exemplos de neurdnio serotoninérgicos na RMg duplamente marcados com o
tracador. I) Fotomicrografia da regido da RMg mostrando neurdnios marcados pelo tragador
Fluorogold (verde) que foi injetado no pFRG e neurbnios GABAérgicos (vermelho). J-L)
Ampliacdo do quadrado em branco na figura I, mostrando neurdnios GABAérgicos (J),
neurdnios marcados pelo tragador FG (K) e a sobreposi¢éo das imagens (L). M) Numero de
neurbnios da RMg que se projetam para o RTN e pFRG. As setas em J-L indicam exemplo
de neurdnios GABAérgicos na RMg duplamente marcados com o tragcador. Abreviacao: py:
trato piramidal. Escalas em A = 30 um; D = 15 pum para B-D; E = 50 um; H = 25 pm para F-
H; 1 =100 pum; L = 25 pym para J-L. N = 3 para proje¢des da RMg para o pFRG e N = 6 para
projecbes RMg para o RTN.
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5.2.5 Projecdes do PPT e LDT

A literatura sugere o envolvimento de sinalizacdo colinérgica na expiragdo
ativa, pois a estimulacdo com agonista colinérgico muscarinico no pFRG induz E2
(Boutin e cols., 2016). Diante desse fato, foi importante verificar se havia projecées
de importantes nucleos colinérgicos como o LDT e PPT para o RTN ou pFRG.

Com relagdo ao PPT, foram analisados 3 niveis do encéfalo abrangendo a
distancia antero-posterior 6,96-7,44 mm caudal ao bregma. A quantificacao total foi
de 79 £ 9 neurdnios dessa regido que se projetam para o RTN e em 100% dos
casos as projecoes foram de neurdnios colinérgicos (Figs. 10A-D, 10M e 12). Nao
houve projecdes diretas para o pFRG.

Com relacdo ao LDT, foram analisados também 3 niveis do encéfalo
abrangendo a distancia antero-posterior 8,40-8,88 mm caudal ao bregma. Nessas 3
secOes analisadas, a quantificacéo total foi de 25,5 + 2,5 neurdnios dessa regido que
se projetam para o pFRG. Destes neurbnios, nenhum era colinérgico e 17 + 3
neurénios eram GABAérgicos (Fig. 10E-M e 12). Nao foram encontradas projeces

dessa regido para o RTN.
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Figura 10 - Projecbes do PPT para o RTN e do LDT para o pFRG

A) Fotomicrografia da regido do PPT mostrando neurdnios marcados pelo tragador
Fluorogold (azul) que foi injetado no RTN e neurbnios colinérgicos (verde). B-D) Ampliacédo
do quadrado em branco na figura A, mostrando neurénios colinérgicos (B), neurbnios
marcados pelo tracador FG (C) e a sobreposicdo das imagens (D). As setas em B-D indicam
exemplos de neurdnios colinérgicos no PPT duplamente marcados com o tracador. E)
Fotomicrografia da regido do LDT mostrando neurdnios marcados pelo tracador Fluorogold
(azul) que foi injetado no pFRG e neurbnios colinérgicos (verde). F-H) Ampliacdo do
gquadrado em branco na figura E, mostrando neurdnios colinérgicos (F), neurénios marcados
pelo tracador FG (G) e a sobreposi¢cédo das imagens (H). As setas em G-H indicam exemplos
de neurbnios no LDT marcados com o tragador que ndo eram colinérgicos. 1)
Fotomicrografia da regido do LDT mostrando neurdnios marcados pelo tracador Fluorogold
(verde) que foi injetado no pFRG e neurbnios GABAérgicos (vermelho). J-L) Ampliagdo do
quadrado em branco na figura |, mostrando neurbnios GABAérgicos (J), neurdnios
marcados pelo tracador FG (K) e a sobreposi¢do das imagens (L). As setas em J-L indicam
exemplo de neurdnios GABAérgicos no LDT duplamente marcados com o tragador. M)
Numero de neurbnios do PPT/LDT que se projetam para o RTN e pFRG. Abreviacdo: AQ:
aqueduto; mlf: fasciculo longitudinal medial; cp: peddnculo cerebral; Pn: nicleo pontino.
Escalas em A =30 pm; B =15 pym; C =50 um; D = 25 pm; E = 50 pm; H = 10 pm. N = 3
para projecoes do LDT para o pFRG e N = 3 para projecdes do PPT para o RTN.
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5.2.6 Projecdes do RTN

Por fim, essa Ultima série de experimentos anatdmicos foram realizadas para
investigarmos a existéncia de uma via direta entre 0 RTN e o pFRG. A analise foi
feita em 7 niveis do encéfalo abrangendo a distancia antero-posterior 10,16-11,6 mm

caudal ao bregma. A quantificacao total dos neurdnios foi de 89 + 40 neurdnios do

RTN que se projetavam para o pFRG e destes, 83 + 37 neurdnios eram Phox2b (Fig.
11A-E e 12).

EmCTb
[J CTb+Phox2b

Figura 11 - ProjecOes do RTN para o pFRG

A) Fotomicrografia mostrando o sitio de injecdo de CTb no RTN. B-D) Ampliacdo do
quadrado da figura A, mostrando CTB-ir (B) e a ampliacdo de um neurdnio CTb-ir (B’),
phox2b-ir (C) e a ampliacdo de um neurdnio phox2b-ir (C’) e a sobreposicdo das imagens B
e C mostrando duplas marcacdes CTb-ir+phox2b-ir (D) e a ampliagdo de um neurbnio
duplamente marcado (D’). E) Numero de neurdnios do RTN que se projetam para o pFRG.

Abreviacgfes: 7: nucleo facial, py: piramide, Sp5 nicleo espinal do trigémeo. Escalas em A=

0,5 mm, D =50 um para B-D; D’ = 10 ym para B’-D’. N=3.
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A figura 12 mostra um resumo da porcentagem do total de projecdes

observadas dos diferentes nucleos para a regido do RTN e pFRG.

Projecdes para RTN | Projecbes para pFRG

NTSi
BotC

Figura 12 - Porcentagem do total de projecfes de diferentes regifes que se projetam
parao RTN e pFRG

AbreviacBes: NTSi: nucleo do trato solitario intermediario; BotC: complexo de Botzinger; KF:

Kolliker-Fuse; PPT: nucleo tegmental pedunculopontino; ROb: nucleo obscuro da rafe; RMg:

ndcleo magno da rafe; RTN: ndcleo retrotrapezoide; LDT: nacleo tegmental laterodorsal.
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5.3 Efeitos cardiorrespiratorios promovidos por injegcées de muscimol em
distintas regifes do tronco encefalico
Essa série de experimentos foi realizada com a intencdo de inibir as regides
candidatas a ser a fonte de inibicdo para o pFRG e observar se essa inibicdo geraria
a expiragcdo ativa. Com isso, poderiamos determinar, funcionalmente, qual dessas

regides seria a fonte de inibicao para o pFRG.

5.3.1 Inibicéo bilateral do nucleo do trato solitario intermediario

Por meio de andlise histologica, pudemos observar que o muscimol (60
pmol/30 nL) foi injetado bilateralmente na regido do ndcleo do trato solitario,
conforme evidenciado pela presenca das microesferas de latex fluorescentes
incluida no muscimol (Fig. 13B). Dentre os experimentos realizados, 7 animais
apresentaram inje¢Oes bilateralmente localizadas no nucleo do trato solitario
intermediario (Fig. 13C).

Com relacdo a atividade cardiorrespiratéria basal, a injecdo bilateral de
muscimol no NTSi néo alterou a PA (112 £ 16 mmHg, vs. salina: 105 + 13 mmHg,
p<0,05), reduziu a frequéncia Diagwg (8 £ 5, vs. salina: 26 * 4 bpm, p<0,05) e a
amplitude Diagyg (0,04 + 0,03, vs. salina = 0,2 + 0,02 mV, p<0,05) (Figs. 13A e D-G).
Entretanto, a inibicdo bilateral do NTSi foi capaz de gerar expiragdo ativa de uma
forma ténica elevando a amplitude do Abdegws (0,5 £ 0,085, vs. salina =0 + 0 mV,
p<0,05) (Figs. 13A e F).

Hipercapnia produziu aumento na PA (134,5 + 15, vs. 4-5% CO,: 100 = 12
mmHg, p<0,05), frequéncia Diagwc (51,5 * 2,5, vs. 4-5% CO,: 26 + 4 bpm, p<0,05) e
amplitude Diagywe (0,9 £ 0,1, vs. 4-5% CO,: 0,2 £ 0,02 mV, p<0,05) e gerou expiracao
ativa em animais que receberam a injecdo de salina no NTSi (Figs. 13A e D-G).
Essas respostas nao foram diferentes ap6s a inibicéo bilateral do NTSi.

Estes resultados sugerem que o nucleo do trato solitario intermediario pode

ser uma das fontes de inibicdo para o pFRG em condi¢des basais.
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Figura 13 - Inibigcdo bilateral do NTSi evoca expiracdo ativa tbnica.
A) Registros representativos de um animal do grupo mostrando os efeitos da injecdo
no NTSi

Fotomicrografia de um animal representativo do grupo mostrando a presenca de

bilateral de salina ou muscimol nas respostas cardiorrespiratérias. B)
microesferas de latex bilateralmente no NTSi. C) Representacdes esqueméticas da
localizacdo das sete injecOes bilaterais de muscimol no NTSi. D-G) Graficos mostrando
alteracdes na frequéncia Diagyg (D), amplitude Diagyc (E), amplitude Abdevc (F) e presséo
arterial (G), induzidas por hipercapnia apos a injecdo de salina ou muscimol no NTSi.
*diferente de 4-5% CO, (salina), (p<0,05). Abreviagbes: AP: &rea postrema; cc: canal
central; 12: hipoglosso; Amb: nlicleo ambiguos; Sp5: trato espinal do trigémeo; ROb: nucleo

obscuro da rafe; 10: oliva inferior. Escala em B= 0,5 mm, C =1 mm, n=7.
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5.3.2 Inibicéo do nucleo obscuro da rafe

Por meio de anadlise histologica, pudemos observar que o muscimol (60
pmol/30 nL) foi injetado na regido da ROb, conforme evidenciado pela presenca das
microesferas de latex fluorescentes incluida no muscimol (Fig. 14B). Dentre os
experimentos realizados, 6 animais apresentaram injecdes localizadas na ROb (Fig.
14C).

Com relacdo a atividade cardiorrespiratéria basal, a injecdo bilateral de
muscimol na ROb ndo alterou a PA (119 £ 8 mmHg, vs. salina: 116 £ 8 mmHg,
p<0,05), a frequéncia Diagyc (29 £ 5, vs. salina: 27 £ 5 bpm, p<0,05) e a amplitude
Diagwe (0,3 £ 0,08, vs. salina = 0,2 £ 0,06 mV, p<0,05). A inibicdo bilateral da ROb
nao foi capaz de gerar expiracéo ativa (Fig. 14A e D-G).

Hipercapnia produziu aumento na PA (151 £ 5, vs. 4-5% CO,: 117 * 6,5
mmHg, p<0,05), frequéncia Diagyc (42 = 2, vs. 4-5% CO,: 26 = 4 bpm, p<0,05) e
amplitude Diagws (0,75 £ 0,09, vs. 4-5% CO,: 0,2 + 0,05 mV, p<0,05) e gerou
expiracao ativa em animais que receberam a injecdo de salina na ROb (Fig. 14A e
D-G). Apo6s a inibicdo da ROb, hipercapnia promoveu as mesmas respostas de
presséo arterial e na atividade do diafragma que as observadas com a injecao de
salina; entretanto, houve aumento significativo na amplitude do Abdgwg (0,4 £ 0,05
mV, vs. salina. 0,15 £ 0,055 mV, p<0,05) (Fig. 14A e F).

Estes resultados sugerem que a ROb ndo é uma das fontes de inibicdo para o
pFRG em condi¢des basais, mas pode estar modulando a atividade do pFRG em

situacgdes de hipercapnia.
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Figura 14 - Inibicdo da ROb ndo gera expiracéo ativa.

A) Registros representativos de um animal do grupo mostrando os efeitos da injecéo
bilateral de salina ou muscimol na ROb nas respostas cardiorrespiratérias. B)
Fotomicrografia de um animal representativo do grupo mostrando a presenca de
microesferas de latex na ROb. C) Representacdes esquematicas da localizacdo das seis
injecbes de muscimol na ROb. D-G) Graficos mostrando alteragdes na frequéncia Diagyc
(D), amplitude Diagye (E), amplitude Abdewe (F) e presséo arterial (G), induzidas por
hipercapnia ap0s a injecdo de salina ou muscimol na ROb. *diferente de 4-5% CO, (Salina),
#diferente de 9-10% CO, (Salina) (p<0,05). Abreviacdes: C3: grupamento adrenérgicos 3;
Pr: nucleo prepositus; RPa: nacleo pélido da rafe; Ol: oliva inferior; py: trato piramidal.

Escala em B= 0,5 mm, C =1 mm, n=6.
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5.3.2 Inibicéo do nucleo magno da rafe

Por meio de anadlise histologica, pudemos observar que o muscimol (60
pmol/30 nL) foi injetado na regido da RMg, conforme evidenciado pela presenca das
microesferas de latex fluorescentes incluida no muscimol (Fig. 15B). Dentre os
experimentos realizados, 8 animais apresentaram injecdes localizadas na RMg (Fig.
15C).

Com relacdo a atividade cardiorrespiratéria basal, a injecdo bilateral de
muscimol na RMg néo alterou a PA (107 + 7 mmHg, vs. salina: 102 + 11 mmHg,
p<0,05), a frequéncia Diagyc (30 £ 4, vs. salina: 29 £ 6 bpm, p<0,05) e a amplitude
Diagwes (0,5 £ 0,06, vs. salina = 0,2 + 0,05 mV, p<0,05). A inibicdo bilateral da RMg
nao foi capaz de gerar expiracdo ativa (Fig. 15A e D-F).

Hipercapnia produziu aumento na PA (154 * 4, vs. 4-5% CO,: 102 + 11
mmHg, p<0,05), frequéncia Diagyc (43 = 3, vs. 4-5% CO,: 29 + 6 bpm, p<0,05) e
amplitude Diagmg (1 = 0,2 vs. 4-5% CO,: 0,2 £ 0,05 mV, p<0,05) e gerou expiracao
ativa em animais que receberam a injecdo de salina na RMg (Fig. 15A e D-G). Apos
a inibicdo da RMg houve aumento na amplitude do Abdgys (0,5 £ 0,15 mV vs. 0,2
0,07 mV, p<0,05) diante do estimulo de hipercapnia (Fig. 15A e F).

Estes resultados sugerem que a RMg nao € uma das fontes de inibicdo para o
pFRG em condi¢des basais, mas, como a RODb, ela também pode estar modulando a

atividade do pFRG em situacdes de hipercapnia.
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Figura 15 - Inibicdo da RMg néo gera expiracéo ativa

A) Registros representativos de um animal do grupo mostrando os efeitos da injecdo
bilateral de salina ou muscimol na RMg nas respostas cardiorrespiratérias. B)
Fotomicrografia de um animal representativo do grupo mostrando a presenca de
microesferas de latex na RMg. C) Representacdes esqueméticas da localizacdo das oito
injecbes de muscimol na RMg. D-G) Graficos mostrando altera¢cdes na frequéncia Diagyc
(D), amplitude Diagye (E), amplitude Abdeve (F) e presséo arterial (G), induzidas por
hipercapnia apoés a inje¢éo de salina ou muscimol na RMg. *diferente de 4-5% CO, (Salina),
#diferente de 9-10% CO, (Salina) (p<0,05). Abreviagbes: ml: lemnisco medial; py: trato
piramidal; RPa: nucleo palido da rafe; 7n: nervo facial; RMg: nlcleo magno da rafe; mlf:
fasciculo longitudinal medial; PnV: nucleo pontino reticular ventral. Escala em B= 0,5 mm, C

=1 mm, n=8.



66

5.3.3 Inibicao bilateral do PPT gera expiragédo ativa

Por meio de andlise histologica, pudemos observar que o muscimol (60
pmol/30 nL) foi injetado bilateralmente na regido do nudcleo tegmental
pedunculopontino (PPT), conforme evidenciado pela presenca das microesferas de
latex fluorescentes incluida no muscimol (Fig. 16B). Dentre o0s experimentos
realizados, 8 animais apresentaram injecdes bilateralmente localizadas no PPT (Fig.
16C).

Com relacdo a atividade cardiorrespiratéria basal, a injecdo bilateral de
muscimol no PPT evocou uma diminuicdo na PA (106,5 £ 9 mmHg, vs. salina: 128 +
4 mmHg, p<0,05), promoveu aumento significativo na frequéncia Diaguc (37 * 6, VS.
salina: 24 =5 bpm, p<0,05) e na amplitude Diagyg (0,4 £ 0,06, vs. salina = 0,2 £ 0,06
mV, p<0,05) e foi capaz de gerar expiracdo ativa elevando a amplitude do Abdgmwe
(0,6 £ 0,095, vs. salina =0 + 0 mV, p<0,05) (Figs. 16A e D-G).

Hipercapnia produziu aumento na PA (160 * 2, vs. 4-5% CO,: 128 £ 4 mmHg,
p<0,05), frequéncia Diaguc (46 £ 3, vs. 4-5% CO,: 24 £ 5 bpm, p<0,05) e amplitude
Diagws (0,9 £ 0,1 vs. 4-5% CO3: 0,2 + 0,06 mV, p<0,05) e gerou expiracdo ativa em
animais que receberam a injecdo de salina no PPT (Figs. 16A e D-G). Essas
respostas ndo foram significativamente diferentes ap0s a inibicdo bilateral do PPT.

Estes resultados sugerem que o PPT pode ser uma das fontes de inibicao

para o pFRG em condi¢cBes basais.
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Figura 16 - Inibicdo do PPT gera expiracgao ativa fasica

A) Registros representativos de um animal do grupo mostrando os efeitos da injecdo
bilateral de salina ou muscimol no PPT nas respostas -cardiorrespiratérias. B)
Fotomicrografia de um animal representativo do grupo mostrando a presenca de
microesferas de latex bilateralmente no PPT. C) Representacfes esquematicas da
localizagdo das oito injecdes bilaterais de muscimol no PPT. D-G) Gréaficos mostrando
alteracdes na frequéncia Diagys (D), amplitude Diagygs (E), amplitude Abdevs (F) e presséo
arterial (G), induzidas por hipercapnia apés a injecdo de salina ou muscimol no PPT.
*diferente de 4-5% CO, (Salina), (p<0,05). Abreviagbes: PAG: substancia cinzenta
periaquedutal; Ag: aqueduto mesencefalico; Pn: nlcleo pontino; RRf: area retrorubral; cp:
pedunculo cerebral; scpd: pedunculo superior cerebelar. Escala em B = 0,5 mm, C =1 mm,
n=8.
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5.3.3 Inibicao bilateral do BotC

Por meio de anadlise histologica, pudemos observar que o muscimol (60
pmol/30 nL) foi injetado bilateralmente na regido do BotC, conforme evidenciado
pela presenca das microesferas de latex fluorescentes incluida no muscimol (Fig.
17B). Dentre o0s experimentos realizados, 6 animais apresentaram injecdes
bilateralmente localizadas no BotC (Fig. 17C).

Com relacdo a atividade cardiorrespiratéria basal, a injecdo bilateral de
muscimol no BotC diminuiu a PA (97 £+ 11 mmHg, vs. salina: 119 + 17 mmHg,
p<0,05), a frequéncia Diagwc (6 £ 6, vs. salina: 25 = 8 bpm, p<0,05), alterou
significativamente a amplitude Diagvs (0,09 + 0,09, vs. salina = 0,2 + 0,05 mV,
p<0,05) e néo foi capaz de gerar expiracao ativa (Figs. 17A e D-G).

Hipercapnia produziu aumento na PA (151 %= 13, vs. 4-5% CO,: 119 = 17
mmHg, p<0,05), frequéncia Diagyc (46 = 5, vs. 4-5% CO,: 25 + 8 bpm, p<0,05) e
amplitude Diaguwg (1 £ 0,4, vs. 4-5% CO,: 0,2 £ 0,05 mV, p<0,05) e gerou expiracao
ativa em animais que receberam a injecdo de salina no BotC (Figs. 20A e D-G).
Apoés a inibicdo bilateral do BotC, hipercapnia ndo foi mais capaz de aumentar a
frequéncia Diagug € néo foi capaz de evocar expiragao ativa (Figs. 17A e D-G).

Esses resultados sugerem que o BotC néo é a fonte de inibicao para o pFRG.
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Figura 17 - Inibicdo do BotC néo gera expiracao ativa

A) Registros representativos de um animal do grupo mostrando os efeitos da injecdo
bilateral de salina ou muscimol no BotC nas respostas -cardiorrespiratérias. B)
Fotomicrografia de um animal representativo do grupo mostrando a presenca de
microesferas de latex bilateralmente no BotC. C) Representacdes esquemaéticas da
localizacdo das seis injecdes bilaterais de muscimol no BotC. D-G) Graficos mostrando
alteracfes na frequéncia Diagwc (D), amplitude Diagys (E), amplitude Abdewc (F) e pressdo
arterial (G), induzidas por hipercapnia apés a injecdo de salina ou muscimol no BotC.
*diferente de 4-5% CO, (SALINA), +diferente de 9-10% CO, (SALINA) (p<0,05).
Abreviagdes: Ol: oliva inferior; py: trato piramidal; Sp5: trato espinal do trigémeo. Escala em
B=0,5mm, C=1mm, n=6.



70

6 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho confirmaram que apenas a desinibicdo do
pFRG evoca a geracdo da expiracdo ativa. Além disso, nossos resultados
anatdmicos mostraram que a porc¢ao intermediaria do NTS (NTSi), RMg, ROb, BotC,
KF enviam proje¢Oes tanto para o RTN quanto para o pFRG, sendo que para este
altimo observamos a presenca de projecdes inibitérias. Também observamos
projecbes colinérgicas oriundas do PPT apenas para o0 RTN e de projecdes
inibitérias do LDT apenas para o pFRG. Por fim, constatamos proje¢cdes do RTN
diretamente para o pFRG indicando a participacdo do RTN com a expiracao ativa.

Com relacao aos resultados funcionais, observamos que apenas a inibicao do
NTSi e PPT foram capazes de gerar expiracdo ativa em situacdes basais. Durante

hipercapnia, a ROb e RMg séo responsaveis por modular a expiracdo ativa.

6.1 Envolvimento do NTSi com a respiracao

Dados na literatura indicam a participacdo do NTS na modulacdo da atividade
dos neurdnios respiratorios do grupamento respiratorio ventral (Bianchi e cols., 1995;
Subramanian e cols., 2007). Entretanto a funcdo do NTS no controle do ritmo
respiratorio ainda néo foi totalmente elucidada. Ja foi constatado que o NTS recebe
aferéncias dos quimiorreceptores periféricos e se projeta para o RTN, e estas
projecfes sdo glutamatérgicas, portanto, excita o0 RTN promovendo uma integracao
de quimiorreflexo respiratorio periférico e central (Rosin e cols., 2006; Takakura e
cols., 2006). Uma outra populacdo de neurbnios também do NTS, dessa vez
GABAérgicos, inibem o RTN, durante a ativacdo do reflexo de distensédo pulmonar,
desse modo, inibindo a respiracao (Takakura e cols., 2007).

Com base nessas informacfes de que o NTS possui entre suas populacdes
neuronais, também neurdnios inibitérios, e tendo indicios de que estes se projetam
para 0 RTN (Takakura e cols., 2007), consideramos necessario investigar a
existéncia de uma via inibitéria do NTS para a regido do pFRG, a qual seria
responsavel pela inibicdo da geracéo da expiracao ativa.

Diante disso, nossos dados anatdémicos demonstram que 0s neurdnios do
NTSi se projetam para o RTN, como j4 observado por trabalhos anteriores da
literatura e, além disso, observamos também que existem neurdnios nessa regido do

NTSi que também se projetam para o pFRG. Nossos dados anatdbmicos mostraram
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que essas projecdes envolvem de fato neurdnios inibitorios, conforme evidenciado
pelo protocolo de hibridizacdo in situ. E os resultados funcionais, decorrentes da
inibicdo bilateral dos neurbnios do NTSi mostraram que houve aumento na
amplitude do registro da musculatura abdominal, indicando uma atividade expiratoria
ativa sendo gerada apoOs a inibicdo bilateral do NTSi de forma tdnica. Uma
informacdo importante com relagdo a esses dados € o fato de que a inibicdo
funcional do NTSi ndo alterou a inspiracdo, dissociando a resposta de geracao da
expiracao ativa da atividade inspiratoria.

Assim, podemos considerar que o0s neurdonios do NTSi sejam fortes
candidatos a serem uma das fontes de inibicdo para o pFRG, responsavel por inibir

a expiracdo ativa em condicdes basais.

6.2 Envolvimento do PPT com arespiragéo

Nossos dados indicaram a participacdo do PPT no controle respiratorio, por
meio de projecOes diretas para o RTN, o qual é quimiossensivel e participa
diretamente da inspiracdo (Dobbins e Feldman, 1994; Takakura e cols., 2006;
Guyenet e cols., 2008). Entretanto, ndo temos certeza se o PPT estaria ativando ou
inibindo o RTN, pois todos os neurdnios do PPT que se projetaram para o RTN sdo
colinérgicos, dependendo, entdo, do tipo de receptor ativado pela liberacdo de
acetilcolina na regido do RTN. Os nossos dados funcionais juntamente com o0s
dados anatdmicos sugerem que existe uma populacdo neuronal do PPT se
projetando indiretamente para o pFRG, uma vez que ao inibir o PPT com muscimol,
observa-se a geracdo da expiracdo ativa. Também observamos uma projecao direta
do RTN para o pFRG. Uma vez que ja esta descrito na literatura que todos o0s
neurénios Phox2b do RTN séo excitatdrios (Stornetta e cols., 2006), ao analisarmos
nossos dados funcionais e anatdémicos, sugerimos a existéncia de uma via indireta
entre PPT e pFRG, que passa pelo RTN. Se isso for verdade, sugerimos também
gque no RTN, as projecBes colinérgicas vindas do PPT ativariam receptores
colinérgicos que desencadeariam uma resposta inibitéria no RTN, como M2 ou M4.
Assim, ao inibirmos o PPT, inibimos a ativacao de receptores colinérgicos inibitorios
no RTN, ficando os neurdnios Phox2b do RTN livres para atuar e, assim, excitando o
pFRG o0 que possivelmente ocasionou a geracao da expiracdo ativa. Essa mesma
via justificaria 0 aumento também presente na resposta inspiratéria, visto que 0s

neurdnios do RTN estdo envolvidos também com a inspiracéo.
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Também pudemos observar reducdo da PA. Estudos prévios mostraram a
participacdo do PPT em respostas simpdticas, pois este se projeta para a regido
rostroventrolateral do bulbo (RVL), e a ativacdo do PPT com injecBes de aminoacido
excitatério ou a desinibicdo dele com antagonista GABAérgico produziu aumento na
PA em ratos (Padley e cols., 2007). Esses dados estdo em acordo com o0s
observados no presente estudo, pois ao inibirmos bilateralmente o PPT, observamos
reducado da PA.

Recentemente, dados publicados na literatura mostraram que a estimulacéo
farmacoldgica local dos neurénios do pFRG com aplicacdo de carbacol (agonista
colinérgico muscarinico) induz geracdo de expiracdo ativa, sugerindo que a
transmissao colinérgica contribui para geracdo da expiracao ativa, sendo o pFRG
uma destas vias (Boutin e cols., 2016). Entretanto, os dados apresentados no
presente estudo ndo mostram nenhuma ligacdo direta entre os neuronios do PPT e
do pFRG, apesar de sermos 0s primeiros a observar uma possivel ligacdo do PPT
com a expiracdo ativa. Nossa proposta seria que, possivelmente, os neurbnios
Phox2b do RTN sejam os responsaveis por auxiliar no aumento da inspiracao e,
num segundo momento, ativar o oscilador responsével por gerar a expiracao ativa
(localizado no pFRG). Por isso que sempre que se observa a geracao da expiracao
ativa de forma fasica, observa-se também um aumento na inspiragdo, como
podemos observar no protocolo experimental de inibicdo do PPT. O oposto também
€ verdadeiro: experimentos realizados por Marina e cols. (2010), ao promover a
inibicdo dos neurbnios Phox2b do RTN, observou-se redugcéo da inspiracdo e da
expiracao ativa induzida por hipercapnia. Nesse caso, a inibicdo da expiracao ativa
ocorreu, ndo por uma via direta dos neurénios Phox2b do RTN para o cVRG, mas
sim porque 0s neurdnios que seriam 0s responsaveis por detectar as alteracées de
CO; e ativar a inspiracdo e que seria o0 ativador do oscilador responsavel pela
expiragéo ativa estaria inibido.

Como dito anteriormente, a literatura jA mostrou que estimulagdo com
agonista colinérgico muscarinico no pFRG induz expiracdo ativa (Boutin e cols.,
2016). Os nossos dados mostraram que essa inervacado colinérgica para o pFRG
ndo vem do PPT e nem do LDT. Dessa forma, outra regido também colinérgica e
que poderia estar envolvida na geracdo da E2 poderia ser o complexo pos-
inspiratorio (PiCo), uma regido descrita recentemente, localizada no bulbo, composta

por uma populacdo neuronal que, além de ser colinérgica, também € excitatoria e
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ritmogénica e € especificamente ativa durante a pds-inspiracdo (Anderson e cols.,
2016). Entretanto, experimentos precisam ser realizados para a confirmacdo da

existéncia dessas projecoes.

6.3 Envolvimento da RB com arespiragéo

A participacdo da rafe na respiracdo tem sido alvo de estudos. Experimentos
prévios demonstraram que neurdnios da rafe bulbar se projetam para toda coluna
respiratoria ventral: cVRG, rVRG, preBotC, BotC, e RTN (Smith e cols., 2013), e
também para o nucleo motor do frénico (Cao e cols., 2006b). Também foi observado
que alguns neurdnios da rafe GABAérgicos e nao-serotoninérgicos sdo inibidos
frente ao estimulo de CO, (Richerson, 1995; Wang e cols., 1998; Wang e Richerson,
1999) (Wang e cols., 2001). Entdo, sabendo que a rafe estd envolvida com a
respiracao e contém uma populacdo de neurdnios inibitorios (Hodges e cols., 2005),
decidimos também observar as projecdes vindas da rafe para o pFRG e analisar o
efeito funcional de inibicdo da rafe na geracdo da expiracédo ativa.

Nossos dados até o presente momento mostraram a existéncia de projecdes
das sub-regides da RB (ROb e RMg) tanto para o RTN quanto para o pFRG,
ocorrendo projecdes tanto serotoninérgicas, quanto GABAEérgicas para ambas as
regioes.

Nossos dados eletrofisiolégicos mostraram que a ROb e a RMg néo séo as
fontes inibitorias para o pFRG em situacdo basal, pois a inibicdo destas regifes nao
promoveu alteracdo dos parametros respiratérios avaliados: inspiracao e expiracao
ativa. Mas estas regides podem estar modulando a regido do pFRG durante uma
situacdo de hipercapnia, uma vez que durante o estimulo de hipercapnia ocorre

aumento significativo da amplitude abdominal apds inibicdo da ROb ou da RMg.

6.4 Envolvimento do BotC com a respiragéao

Sabe-se que o BotC é uma fonte primaria de atividade expiratéria passiva
(Schreihofer e cols., 1999; Tian e cols., 1999) sendo composto principalmente por
neurdnios inibitorios (Schreihofer e cols., 1999) com padrdo expiratorio (Merrill e
cols., 1983). A literatura mostrou que a inibicdo farmacolégica da regido do Kolliker-
Fuse (Jenkin e cols., 2017), regido que envia projecdes excitatérias para o BotC com
forte envolvimento na poés-inspiracdo (Smith e cols., 2007), promove uma

antecipacao do surgimento da atividade expiratoria abdominal, indicando que o BotC
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possa ser importante para o controle inibitério da atividade motora expiratéria.
Embora tenhamos constatado projecfes da regido do BotC tanto para o RTN,
guanto para o pFRG, nossos dados mostraram que a inibicdo farmacolégica do BotC
nao gera expiracao ativa, indicando que o BotC ndo seja a fonte de inibicdo para o
pFRG em situacdo basal, mesmo sendo uma fonte inibitéria majoritaria. Nossos
resultados mostraram que inibigdo do BotC diminui a frequéncia do diafragma tanto
em momento basal quanto durante o estimulo de hipercapnia. Esses dados podem
fortalecer a ideia de “anel inibitério” proposto na literatura (Smith e cols., 2007; Smith
e cols., 2013), no qual é proposto conexdes inibitérias mutuas entre os neurbnios
inspiratérios do preBotC e os neurbnios do BotC que sdo importantes para a
geracdo do ritmo respiratério em repouso (Rybak e cols., 2007; Richter e Smith,
2014). Desse modo, ao inibirmos o BotC, esperariamos que houvesse a diminui¢ao
da inspiracdo, pois tal inibicdo do BotC reduziria a inibicdo para 0s neurdnios
inibitérios do preBotC, os quais estariam livres para atuar, promovendo uma inibicéo
inspiratoria, como pode ser observado em nossos dados.

N&o podemos excluir também a possibilidade de que as nossas injecoes de
muscimol no BotC tenha também atingido os neurdnios do preBotC e, por conta
disso, a atividade inspiratdria ficou também comprometida. Se imaginarmos que a
atividade expiratéria também depende da atividade inspiratéria, como observamos
com os dados da inibicdo do PPT, a inibicdo da inspiracdo também levou a inibicdo
da expiracédo ativa durante a hipercapnia.

Ao inibirmos a regido do BotC, observamos também, uma reducdo na PA nos
animais submetidos ao protocolo de eletrofisiologia em situacédo basal, o que poderia
ser explicado pelo fato que os neurbnios que compdem a regido do BotC se
localizam no mesmo lugar em que se encontram os neurénios que formam a regiao
rostroventrolateral do bulbo (RVL), neurbnios pré-simpéticos e responséavel pelo
controle da PA.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, apesar de observamos projecdes inibitérias de
diversas regides para o pFRG, fica claro que apenas o NTSi e o PPT participam da
geracdo da expiracdo ativa em situagdes basais. O NTSi possivelmente por uma via
direta inibitéria e o PPT por uma via colinérgica indireta que passa pelo RTN. Nao
podemos excluir a participacdo dos nucleos da rafe (ROb e RMg) em modular a
expiracao ativa, mas apenas em situacdes de hipercapnia.

Nossos dados confirmam a ideia de que o RTN e o pFRG sé&o de fato duas
regides distintas, apesar de receberem projecOes de regibes semelhantes, pois a
desinibicdo do RTN nédo gera expiracao ativa, ao passo que a desinibicdo do pFRG
gera. Essas duas regides se comunicam por uma via direta e excitatoria que pode
ser ativada, por exemplo, durante um estimulo de hipercapnia.

Na figura 18 temos um resumo das projecdes propostas pela presente tese.
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Figura 18 - Esquema proposto das vias envolvidas no controle da respiragdo

Abreviacfes: ROb: nucleo obscuro da rafe; RMg: nicleo magno da rafe; NTSi: nucleo trato
solitario intermediario; NTSc: nucleo trato solitario comissural; PreBotC: complexo de Pre-
Botzinguer; BotC: complexo de Botzinguer; KF: Kolliker-Fuse; RTN nucleo retrotrapezoide;
pFRG: regido parafacial lateral; PPTg: nucleo tegmental pedunculopontino; rVRG:
grupamento respiratorio ventrolateral rostral; cVRG: grupamento respiratdrio ventrolateral

caudal; SAR receptor de estiramento pulmonar; DIA: diafragma; ABD: abdominal.
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