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RESUMO

LIMA, J. C. Evidéncias de projecfes indiretas da substancia negra compacta
para o nucleo retrotrapezoéide por meio da substancia cinzenta periaquedutal e
as alteracdes observadas nesta via em um modelo da Doenca de Parkinson.
2017. 85 f. Dissertacdo (Doutorado em Farmacologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2017.

A doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa caracterizada
clinicamente por tremor, rigidez, acinesia (ou bradicinesia) e instabilidade postural.
Patofisiologicamente, a DP é classificada como uma sinucleinopatia associada a
perda de neurbnios dopaminérgicos na substancia negra (SN), mas outros neurdnios
do tronco encefalico podem estar degenerados na DP, contribuindo ndo sé para as
alteracbes motoras, mas também ndo motoras observadas. Dentre as alteragfes ndo
motoras, as alteracfes respiratérias estdo presentes tais como obstrucdo das vias
aéreas superiores, pneumonia e ainda a apnéia obstrutiva do sono uma das principais
causas de morte na DP. Os mecanismos que levam a degeneracdo de neurdnios
envolvidos no controle respiratério ainda ndo estdo bem esclarecidos, mas dados
recentes do nosso laboratorio mostraram que no modelo de DP induzido pela injecéo
no caudado-putdmen (CPu) de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), um agente neurotdxico
seletivo para células catecolaminérgicas, observou-se intensa reducao na frequéncia
respiratéria e ventilacdo basais e induzidas pela ativagdo do quimiorreflexo central por
hipercapnia. Além disso, observou-se também intensa reducdo do numero de
neurdnios bulbares envolvidos no controle neural da respiracdo, como 0s neurdnios
Phox2b* da regido do nucleo retrotrapezoide (RTN), que estdo envolvidos com a
inspiragéo e o quimiorreflexo central. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi
investigar se a existéncia de uma via entre os neurdnios da SN e do RTN poderia ser
responsavel por essa neurodegeneracdo. Realizamos injecdes de tracadores
anterogrados e retrégrados na SN e no RTN de ratos para verificar a existéncia de
projecdes diretas entre essas regides, entretanto observamos que ndo ha projecdes
diretas entre a SN e o RTN, mas h& projecbes indiretas entre essas duas regides,
utilizando a Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAG) como regido intermediéria.
Além disso, observamos que no modelo de DP induzido pela injecéo bilateral de 6-
OHDA no CPu ocorre uma redu¢do no numero de varicosidades catecolaminérgicas
na PAG e de neurbnios que sdo ativados pelo quimiorreflexo central que se projetam
da PAG para o RTN. Nossos experimentos eletrofisiolégicos mostraram que a inibicao
bilateral da PAG pela injecdo de muscimol ndo gera alteracdes respiratérias basais
como ocorre no modelo da DP; entretanto, nesses animais, pudemos também
observar, apesar de ser menor do que ocorre com animais submetidos ao modelo da
DP, inibicdo de alteracdes respiratorias induzidas por hipercapnia. Nossos dados
anatdbmicos mostraram que a comunicacdo entre os neurbnios da SN e do RTN
envolve neurdnios da PAG e que essa via pode estar reduzida no modelo da DP, o
que pode contribuir para a reducéo de neurdnios do RTN; e que a reducdo neuronal
desta via pode alterar as respostas respiratorias frente a ativacdo do quimiorreflexo
central.

Palavras- Chave: Substancia negra. Ndcleo retrotrapezoide. Respiragao.
Substancia cinzenta periaquedutal. Doenca de Parkinson.



ABSTRACT

LIMA, J. C. Evidence of indirect projections of the substantia nigra to the
retrotrapezoid nucleus through the periaqueductal gray matter and the changes
observed in this pathway in a model of Parkinson's disease. 2017. 85 p.
Dissertation (Doctorate in Pharmacology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2017.

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized
clinically by tremor, rigidity, akinesia (or bradykinesia) and postural instability.
Pathophysiologically, PD is classified as a synucleinopathy predominantly associated
with loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra (SN), but other brainstem
neurons may also be degenerate in PD, contributing not only to the motor but also non-
motor alterations observed in this pathology. Among the non-motor changes observed
respiratory changes are present and can be characterized as upper airway obstruction,
pneumonia and obstructive sleep apnea are one of the main causes of death in PD.
The mechanisms that lead to the degeneration of neurons involved in respiratory
control are still not well understood but data in the literature have demonstrated the
loss of receptors in a region considered to be the respiratory rate generator in
postmortem brains of humans. In the model animal DP of 6-hydroxydopamine (6-
OHDA), a selective neurotoxic agent for catecholaminergic cells, there was an intense
reduction in basal respiratory rate and ventilation, in addition to a intense reduction of
neurons involved in neural control of breathing: Phox2b + neurons in the retrotrapezoid
nucleus (RTN) region. Thus, the aim of the present study was to investigate whether
the existence of a pathway between SN and RTN neurons could be responsible for
this bulbar neurodegeneration. We performed experiments using the injection of
anterograde and retrograde tracers in the SN and the RTN to verify the existence of
direct projections between these regions in rats. However, our results showed that
there are no direct projections between the SN and the RTN, but there are indirect
projections between these two regions, using Periaquedutal Gray Substance (PAG) as
the intermediate region. In addition, we observed that in the PD model induced by the
bilateral injection of 6-OHDA in CPu, a reduction of the projections PAG neurons for
RTN and that are activated by the central chemoreflex. Our electrophysiological
experiments have shown that in the 6-OHDA PD model there is a reduction of the
cardiorespiratory responses induced by the activation of the central chemoreflex, since
the bilateral inhibition of the PG of control animals does not alter these
cardiorespiratory responses. Therefore, our anatomical results showed that the
communication between SN and RTN neurons involves PAG neurons and that this
pathway may be reduced in the PD model, which may contribute to the reduction of
RTN neurons; and that the neuronal reduction of this pathway may alter respiratory
responses to activation of the central chemoreflex.

Keywords: Substantia nigra. Retrotrapezoid nucleus. Respiration. Periaqueductal

grey. Parkinson’s disease.
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1 INTRODUCAO

1.1Doenga de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) foi descrita pela primeira vez por James
Parkinson, médico inglés em 1817 (revisado por BLUM et al.,, 2001,
PARKINSON, 1817). Um século depois, estudos mostraram que
fisiopatologicamente a doenca estava relacionada a: 1) perda neuronal
progressiva no grupo de células ventrolaterais da substancia negra (SN) em sua
por¢cdo compacta (SNc) ao nivel do mesencéfalo, com subsequente disfuncéo
dopaminérgica na via nigroestriatal e 2) formacao de corpusculos de Lewy, que
sdo agregados proteicos de alfa-sinucleina presentes também em outras
desordens neurodegenerativas (SPILLATINI et al.,1998; TRETIAKOFF, 1919).

Apesar dos inumeros progressos obtidos na pesquisa da DP, a sua
etiopatogenia ainda permanece obscura. Atualmente, algumas hipoteses tém
sido estudadas para tentar elucidar o mecanismo que leva a morte neuronal na
DP. Alguns exemplos séo:
A) Formacao de corpusculos de Lewy por aumento do estresse oxidativo:
na DP sdo observadas na SN reducdo da ferritina uma importante enzima
responsavel pela degradacdo do ferro. Com isso, observa-se aumento nas
concentracdes de ferro nesta regido, podendo gerar estresse oxidativo pela
producao de radicais livres. Portanto, os estudos tém relacionado a diminui¢ao
da ferritina a0 aumento do estresse oxidativo e a presenca de corpusculos de
Lewy (DEXTER et al., 1989; HIRSCH et al., 1991).

B) Formacéo de radicais livres: o excesso da producéo de radicais livres pode
levar ao aumento do estresse oxidativo, como dito anteriormente, e a ativacdo
de mecanismos apoptoéticos. Na DP, a peroxidacéo lipidica esta aumentada na
SN, o que sugere um aumento na producado de radicais livres (DEXTER et al.,
1989). Além disso, sdo observadas redugdes na concentracdo de importantes
enzimas desintoxicantes como a superoxido-desmutase mitocondrial e a
glutationa-peroxidase glial (MARTILLA et al., 1990; NORDERA et al., 2016).
Existem também outros fatores, como a propria degradacdo da dopamina pela
monoaminaoxidase (MAO) e a sintese de melanina pela SN, que colaboram para

a formacéo de radicais livres (HIRSCH et al., 1988).
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C) Rompimento da barreira hematoencefalica (BHE): estudos recentes tém
demonstrado que a BHE pode estar rompida na DP (KORTEKAAS et al., 2005;
LEE; PIENNAR, 2014). A integridade da BHE permite uma fina regulacdo nos
movimentos iénicos, moleculares e de células entre 0os neurdnios e o sangue
(DANEMAN, 2012; WONG et al.,, 2013), mantendo a homeostase idnica,
hormonal e niveis de transmissores e transporte de nutrientes adequados no
sistema nervoso central (SNC) (LUISSINT et al., 2012). Além de prevenir a
formacéo de lesdes adicionais durante doencas e acidentes cerebrovasculares
(ABBOTT et al., 2006).

D) Neuroinflamagédo na regido da SN: ainda ndo se sabe ao certo o quanto a
neuroinflamacdo contribui para promover ou proteger a neurodegeneracao.
Estudos tém demonstrado que ocorre um aumento nos niveis de componentes
relacionados a imunidade inata incluindo citocinas na regido da SN (LIU et al
,2003); também foi observada a presenca de anticorpos para melanina e para
alfa-sinucleina em pacientes portadores da DP (PAPACHRONI et al, 2007;
YANAMANDRA et al, 2011).

E) Microbiota intestinal e a neurodegeneracéo: estudos mais recentes tém
procurado relacionar alteragbes na microbiota intestinal e processos
neurodegenerativos. Esses estudos séo baseados na conexao que existe entre
encéfalo e intestino, via nervo vago, conhecido como “eixo cérebro-intestino”.
Esses estudos sugerem que disfuncbes intestinais podem desencadear
respostas imunes que poderiam colaborar para a manifestacao precoce da DP.
Nessa hipotese, acredita-se que a maior expressdo de agregados de alfa-
sinucleina gerada no intestino decorrente de inflamacdes intestinais que
desencadeiam respostas imunes pode atingir o SNC por meio do nervo vago.
Com isso, ocorreria também acumulo de alfa- sinucleina em regides encefalicas,
como a SN. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para comprovacao dessa
hipétese (GHAISAS S et al., 2015; HOUSER; TANSEY., 2017)

Os nucleos da base sao considerados complexos de nucleos subcorticais
gue desempenham papel fundamental na integragao da atividade somatomotora
(CALNE, 1994; FEARNLEY & LEES, 1991; MINK, 1999). Os sinais e sintomas
de parkinsonismo provém de uma perturbacao da funcdo em duas regides dos
nacleos da base - SN e o corpo estriado (nucleos Caudado e Putamen: CPu).

Assim, a DP ¢é definida como uma doenca neurodegenerativa cronica
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progressiva que promove disturbios motores extrapiramidais, tais como
bradicinesia (lentiddo dos movimentos voluntarios ou dificuldades em iniciar os
movimentos) ou acinesia (falta de movimentos), tremores de repouso, rigidez
muscular, alteracdes da marcha e instabilidade postural com quedas frequientes
e falta de expressao facial (AGID, 1991).

Sintomas cognitivos ou ndo motores podem estar presentes, causando
lentiddo dos pensamentos, demora em responder perguntas, desconexao com
o ambiente (auséncia), falta de iniciativa e deméncia. O quadro depressivo €
descrito em cerca de 40% dos pacientes além de disturbios relacionados ao sono
(CUMMINGS, 1992). Além desses sintomas, 0s pacientes também apresentam
alteracOes respiratorias como obstrucdo de vias aéreas superiores, atelectasias,
hipoventilacdo e dispnéia causadas por discinesias musculares, pneumonia por
aspiracao (WERMUTH et al, 1995), além da apnéia obstrutiva do sono, que tem
sido a principal causa de morte subita em pacientes portadores da DP
(MEHANNA et al, 2010). Os sintomas motores da doenca s6 aparecem apos
reducao de 60% dos neurdnios nigrais e de 80% dos niveis dopaminérgicos no
estriado (FALKENBURGUER; SCHULZ., 2004); porém, o0s sintomas nao
motores da doenca aparecem antes ou apds esse periodo. Exemplos sdo a
deficiéncia respiratdria que s6 aparece em estagios mais avancados (TUPPY et
al., 2015) e a depressao que tem sido observada muito antes dos sintomas
motores, sendo que alguns trabalhos sugerem uma relacdo do aparecimento
dela com a degeneracdo de neurbnios noradrenérgicos do Locus Coerulus e
serotoninérgicos da Raphe (AGID,1991; CUMMINGS, 1992).

A ocorréncia da doenca na maioria dos casos € de origem idiopética e apenas
5% dos casos tém natureza hereditaria. Esta se manifesta numa média etaria de
55 anos, afetando cerca de 1% da populacdo com mais de 50 anos. O indice
aumenta para 2% com o avanco da idade, passando a 2% da populacédo apos
0s 65 anos (HUGHES et al., 1993).

1.2Modelo experimental da doenca de Parkinson: 6-OHDA

Algumas substancias sdo empregadas em estudos animais por possuirem
propriedades diversas capazes de produzir a mesma leséo seletiva de neurdnios
dopaminérgicos na SNc, acompanhada de sintomas semelhantes ao

parkinsonismo, permitindo, assim, o desenvolvimento de modelos animais desta
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doenca. Entre estas substancias estdo: 1) as analogas da dopamina como a 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) (JELLINGER et al., 1995); 2) contaminantes da
heroina sintética - 1-metil-4-fenil-1, 2, 3,6-tetrahidropiridina (MPTP); 3)
herbicidas e pesticidas como a rotenona, paraquat e maneb; 4) metais como
manganés.

A 6-OHDA foi o primeiro agente neurotoxico utilizado no modelo de DP,
sendo uma substancia seletiva para células catecolaminérgicas
(UNGERSTEDT, 1968), produzindo um modelo que gera ampla resposta
inflamatoria (BLANDINI et al., 2008). Originalmente, a 6-OHDA foi isolada por
SENOH e WITKOP (1959) e Senoh e colaboradores (1959); seus efeitos
biol6gicos foram demonstrados pela primeira vez em 1963, por Porter e
colaboradores. Seus estudos demonstraram que a 6-OHDA era muito eficiente
na diminuicdo de noradrenalina no nervo simpatico (PORTER et al., 1963, 1965).
A injecdo de 6-OHDA na porcéo centro-lateral do CPu € o modelo que mais se
aproxima do quadro encontrado em humanos (TILLERSON et al., 2002),
principalmente se a lesao for bilateral (revisado por DEUMENS et al., 2002), por
promover uma lesdo um pouco mais lenta e progressiva dos neurénios da SN.
Ja quando as inje¢des de 6-OHDA sao direcionadas diretamente na SNc e no
feixe prosencefalico medial, a perda dos neurdnios catecolaminérgicos ocorre
logo apds as injecdes (KONDO et al., 2004), ficando estavel apés 2 semanas
(LABANDEIRA-GARCIA et al., 1996). Apds a injecdo local, esta neurotoxina €
captada pelas células e promove a producdo de radicais livres e disfuncdes
mitocondriais. Ocorre assim inibicdo dos complexos | e IV da cadeia respiratéria
mitocondrial e, consequentemente, estresse oxidativo. Como resultado final
ocorre a morte neuronal devido a ativacdo de mecanismos apoptéticos
dependentes de caspase 3 (TANAKA et al., 2006). A liberacdo de espécies
reativas de oxigénio leva a formacao de quinonas que reagem com grupamentos
nucleofilicos. A lesdo assim produzida ndo gera corpusculos de Lewy, tipicos do

tecido nervoso de pacientes parkinsonianos.

1.3 Controle neural da Respiracéao
O controle da respiracéo é feito por diversos grupamentos neuronais que
formam a coluna respiratéria dorsal (DRC) e a coluna respiratéria ventral (VRC)

(Figura 1). A DRC se localiza na regido do ndcleo do trato solitario (NTS) e &
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composta por diferentes grupos neuronais com atividade inspiratoria, pos-
inspiratéria ou expiratoria, exercendo uma atividade modulatoria sobre a
respiracdo (SUBRAMANIAN et al., 2007).

A VRC possui neurénios com importante papel no controle da atividade
respiratoria basal (BIANCHI et al., 1995; DEL NEGRO; FELDMAN, 2006). Este
grupamento se divide em regides funcionalmente distintas e orientadas no

sentido rostro-caudal (Figura 1):

A) complexo Boétzinger (BotC): regido que é considerada a principal fonte da
atividade expiratdria basal formado por um grupamento de interneurdnios
inibitérios predominantemente glicinérgicos que se conectam com outros
neurdnios da coluna respiratéria em sua por¢do mais caudal (SMITH et al.,
2009.,SMITH et al., 2013;);

B) complexo pré-Botzinger (pré-B6tC): grupo de neurbnios predominantemente
glutamatérgicos e que expressam receptores para substancia P de neurocinina
1 (NK1). Sao neurbnios considerados essenciais para a geragao da atividade
inspiratoria. Quando ativados, estimulam os neurénios da porcdo rostral do
grupamento respiratério ventrolateral (CONNELLY et al., 1992; STORNETTA et
al., 2003; TAN et al., 2010);

C) porcéo rostral do grupamento respiratorio ventrolateral (rVRG): contém
neurdnios pré-motores inspiratorios, participando entédo da atividade inspiratoria
(BIANCHI et al., 1995; EZURE, 1990; EZURE et al., 2003; SMITH et al., 1991;
SMITH et al., 2007);

D) porcdo caudal do grupamento respiratorio ventrolateral (CVRG): contém
neurbnios pré-motores expiratorios, participando da expiracao ativa (BIANCHI et
al., 1995; EZURE, 1990; EZURE et al., 2003; SMITH et al., 1991; SMITH et al.,
2007);

Mais recentemente, foi incorporado rostralmente a essa coluna, um grupo
de neurbnios que se localiza abaixo do nucleo motor do facial, denominado de
ndacleo retrotrapezdide (RTN) (CONNELLY et al.,1989) (Figura 1). Seus
neurdnios sdo glutamatérgicos e apresentam o fator de transcricdo Phox2b™.

Este fator de transcricdo esta envolvido na diferenciagcdo neuronal, &€ expresso
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no periodo embrionario em grupamentos de neurdnios envolvidos no controle
autdbnomo e se mantém no individuo adulto em alguns grupamentos, como € o
caso do RTN (BROSENITSCH; KATZ, 2002; PATTYN et al., 1997; TIVERON et
al., 1996). Funcionalmente, sabe-se que esse grupo de neurbnios é altamente
sensivel ao aumento da presséo parcial de CO:2 (hipercapnia) e queda de pH in
vivo, sendo por isso denominados de neurbnios responsaveis por conter 0s
quimiorreceptores centrais. Além disso, existem evidéncias de que esses
neurdnios estejam também envolvidos na inspiracdo e na geracéo da atividade
expiratéria (JANCZEWSKI; FELDMAN, 2006a; 2006b). Eles formam uma coluna
de aproximadamente 2100 neurbnios no rato, os quais se estendem desde a
por¢cdo caudal do corpo trapezdide até a regido caudal do nacleo motor do facial,
englobando uma distancia de aproximadamente 2,0 mm (TAKAKURA et al.,

2008) (Figura 1). Os neurénios do RTN se projetam para diversos grupamentos

da VRC (ROSIN et al, 2006).

Bl Inspiracdo
B Expiragdo
B Inpirag¢do/Expiragdo

Figura 1 - Fotomicrografia de um corte sagital de encéfalo de rato com representacao
esquematica da localizagdo da coluna respiratéria ventral (VRC) e dorsal (DRC).
Abreviagfes: Bot: complexo Botzinger; pre-BotC: complexo pré-Bétzinger; rVRG:
porcdo rostral do grupamento respiratorio ventrolateral; cVRG: porcao caudal do
grupamento respiratério ventrolateral; RTN: nucleo retrotrapezéide, compondo a VRC e
NTS: nucleo do trato solitario, compondo a DRC.Escala: 1 mm (Rosin et al., 2006,

modificada).
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Além de todas essas regifes citadas acima, envolvidas no controle da
respiracdo em situacdes basais, existem ainda outras regides que podem
participar do controle da respiracdo, mas em situagdes especificas. A substancia
cinzenta periaquedutal (PAG) é um exemplo. Ela esta envolvida em alteracfes
respiratorias relacionadas a mudancas de comportamentos. SituacOes
estressantes podem gerar no individuo dois tipos de comportamento, o primeiro
€ o de luta e fuga quando o individuo percebe a possibilidade de escapar, um
bom exemplo seria quando na presenca de um predador, a presa ao calcular a
distancia do mesmo consegue ter a reacdo comportamental de fugir, e a outra
situacdo é a reacdo de congelamento e imobilidade gerada em situacdes onde
o individuo julga ser uma situacdo em que ndo se pode escapar. Essas reactes
comportamentais estdo diretamente envolvidas com a ativacdo da PAG que
promove respostas cardiorrespiratérias correspondentes ao estimulo
comportamental gerado (BANDLER et al., 1988; BANDLER et al.,, 1991;
BANDLER et al., 2000., DAMPNEY et al., 2013). A PAG est4 localizada no
mesencéfalo e possui uma estrutura colunar disposta ao redor do aqueduto
mesencefalico, estas colunas sdo divididas em dorsomedial, dorsolateral,
ventrolateral e ventral (Figura 2). E dados na literatura demonstraram que o
estimulo das regibes dorsais estdo envolvidas com respostas
cardiorrespiratérias ligadas ao comportamento de luta e fuga como hipertenséao,
taquicardia e taquipnéia. Ja o estimulo de regides ventrais promovem respostas
cardiorrespiratérias relacionadas ao comportamento de congelamento e
imobilidade como bradicardia, hipotensdo e bradipnéia ou até mesmo apnéia
(BANDLER; SHIPLEY, 1991; BANDLER; SHIPLEY, 1994). Estudos ja
demonstraram projecdes diretas da PAG para regides envolvidas diretamente no
controle neural da respiracdo como o preBotC (SUBRAMANIAN et al.; 2008) e
RTN (ROSIN et al.; 2006). Além disso, foi observado que o estimulo excitatério
de diferentes regides da PAG pode levar a ativacdo ou ao silenciamento dos

neurénios do preBotC (Figura 2), que é o gerador do ritmo respiratorio.
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Figura 2 - Esquema representativo dos efeitos da estimulacdo da PAG pela injecdo de
D,L, acido homocisteico (DLH, 50 mM, 20 nl) em neurdnios pré-inspiratérios (pré-1) do
pre-BotC. A estimulacdo da PAG dorsal produz excitagdo fasica no contexto do
comportamento de fuga (evasdo), enquanto a estimulacdo no PAG lateral produz
excitagdo tbnica no contexto de luta e fuga. Ja a estimulacdo no PAG ventrolateral
produz inibicdo de neurbnios pré-l no contexto de congelamento e imobilidade.
(Subramanian et al., 2013).

1.4 Alteracdes respiratérias associadas a Doenca de Parkinson

O aparecimento de problemas respiratérios € comum com o avanco da DP e
sdo responsaveis por substancial mortalidade e morbidade. Obstrucdo de vias
aéreas superiores, diminuicdo da complacéncia da caixa toracica e discinesias
musculares podem causar dispnéia, hipoventilacdo e atelectasias facilitando
assim um quadro de pneumonia, causada por aspiracdao (WERMUTH et al,
1995). Segundo Mehanna e colaboradores (2010) a apnéia obstrutiva do sono
(AOS) é uma das principais causas de morte entre 0s pacientes portadores da
DP (MEHANNA et al, 2010). A patofisiologia da AOS, na DP, ainda é
desconhecida; alguns trabalhos sugerem ocorrer uma degeneragcdo no SNC, em
neurbnios responsaveis por comandar a atividade respiratoria, porém sao
apenas especulacdes (GILMAN et al, 2003). Benarroch e colaboradores em

2003 mostraram pela primeira vez uma neurodegeneragdo em uma importante
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regidao no controle do ritmo respiratério, ao analisar encéfalos pés-mortem de
seres humanos com a DP, onde ele detectou reducdo de densidade de
receptores NK1 na regidao correspondente ao preBotC (gerador do ritmo
inspiratorio) comparados a individuos sem a DP. Além disso, mais recentemente,
Secombe e colaboradores (2011) mostraram por meio de estudos clinicos
funcionais em pacientes portadores da DP evidéncias de um controle ventilatorio
anormal na DP por disfungcdes ndo motoras o que nos sugere que as alteragdes
respiratorias na DP podem ocorrer por um comprometimento no controle neural

respiratorio.

Estudos recentes de nosso laboratério mostraram que o modelo de inducéo
de DP pela injecdo de 6-OHDA no estriado leva a redugdo de neurdnios
dopaminérgicos da SN, como j4 era de se esperar, porém estes estudos
correlacionaram este fato a uma perda neuronal de neurénios que contém o fator
de transcricdo Phox2b na regido do RTN e a uma reducéo na fungéo respiratoria
basal e induzida por hipercapnia (Figura 3) (TAKAKURA et al, 2006; TAKAKURA
et al, 2008; TUPPY et al., 2015). No RTN, esse grupamento de neurdnios esta
envolvido no controle da inspiracdo e quimiorrecepcéo central (TAKAKURA et
al., 2006; TAKAKURA et al., 2008). Com isso, levanta-se a hipotese de que
existe uma correlacdo entre a perda da funcéo respiratéria com a perda de
neurdnios em regides que controlam a respiracdo, como o RTN. Diante disso, a
principal questéo levantada pela presente tese foi investigar os motivos pelos
quais a reducdo de neurdnios dopaminérgicos da SN leva a reducdo de
neurénios bulbares, como do RTN. Poucos trabalhos até hoje buscaram
identificar as projecdes eferentes dos neurdnios da SN. A maioria dos trabalhos
verificou a existéncia de projecdes para diversos componentes dos ganglios da
base, tAlamo e nucleo pedunculopontino tegmental (PRENSA; PARENT, 2001).
Entretanto, até o presente momento, nenhum trabalho da literatura mostrou
evidéncias de projecfes da SN para os nucleos bulbares envolvidos no controle
neural da respiracdo, apesar de esta patologia estar associada a disturbios

respiratorios. A fim de responder essa pergunta, o principal objetivo desse
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trabalho foi investigar a existéncia de uma via direta entre os neurénios da SN e

do RTN e se no modelo experimental da DP, essa via estaria prejudicada.

sham 6-OHDA
AL St B
A% SN - = SNC
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SNR it
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Figura 3 - Fotomicrografias mostrando os efeitos da injecao bilateral de veiculo (sham)
ou 6-OHDA (24 pg/ pl) no CPu. Imunorreatividade de A e B) neurdnios
catecolaminérgicos da SN; C e D) neurbnios Phox2b do RTN. E) Efeitos da injecéo
bilateral de 6-OHDA ou veiculo no CPu na frequéncia respiratéria de animais néo-
anestesiados. Abreviacdes: SNr: substancia negra reticular; SNc: substancia negra
compacta; ml: leminiscu medial; VTA: area tegmental ventral; VII: nicleo motor do facial;
py: trato piramidal. *diferenca estatistica em relacdo ao sham (Tuppy et al; 2015,

modificada).
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2 OBJETIVOS

Pelo exposto, torna-se importante investigar a existéncia de uma via entre a
SNc e o RTN que pudesse justificar a neurogeneragcdao no RTN e verificar a

funcdo dessa via nas respostas de ativacdo do quimiorreflexo.
Assim, esta tese objetivou:

A) Investigar, utilizando a injecédo de tracadores anterdgrado e retrogrado, a
existéncia de projecdes excitatorias ou inibitorias da SNc para o RTN;

B) Investigar se essa projecdo estaria prejudicada em um modelo animal da
DP e

C) A funcéo dessa via na ativacdo do quimiorreflexo central e periférico.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos (N = 92), com peso entre 250 e 300
gramas, oriundos do Biotério de Producdo de Ratos (Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Rede USP de Biotérios). Os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Farmacologia — Unidade |, em caixas com no maximo quatro
animais por caixa, com acesso a agua e racao ad libitum. A temperatura do
biotério variou entre 22 °C e 24 °C, com ciclo claro-escuro mantido de 12 horas
(ciclo claro iniciando as 7 horas da manha e encerrando as 7 horas da noite). Os
protocolos experimentais estdo de acordo com certificado aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo registrados sob n° 99, na folha 22, do
livro 03 e normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle e
Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2 Procedimentos cirurgicos: estereotaxia

Toda a nomenclatura anatébmica foi baseada no atlas de Paxinos e
Watson (1998) e em trabalhos anteriores (TAKAKURA e cols., 2006; MOREIRA
e cols., 2006; WESTON e cols., 2003). Em todos os procedimentos cirargicos
foram utilizados métodos assépticos para evitar os riscos de infeccfes. As
injecbes dos tracadores foram realizadas em animais anestesiados
intraperitonealmente (i.p.) com uma mistura anestésica de cetamina (100 mg/kg)
e xilasina (5 mg/kg). Diferentes grupos de animais foram adaptados a um
aparelho estereotaxico e receberam injecbes sob pressdo com nitrogénio,
utilizando-se pipetas de vidro com a ponta de diametro de 20 um (Sutter
Instrument Co, CA) acopladas ao aparelho PicoSpritzer 1l (General Valve
Corporation, NJ) do tracador anterégrado dextrana-amina biotinilada (BDA-lysine
fixable, MW 10000; 10% w/v em 10 mM PBS, pH 7.4; Molecular Probes) ou do
tracador retrégrado Fluorogold (2% FG em salina estéril; Fluorochrome, Inc.,

Englewood, CO) seguindo os seguintes protocolos:
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A B
BDA FG
SN Sacrificio RTM Sacrificio
Q 7-10dias Q 7-10 dias
Imune-histoguimica Imuneo-histoguimica
BDA
FG Neurdnio
* Varicosidades * IH + FG
BDA
M.
RTN RTN SN
SN
C D
BDA FG
PAG Sacrificio PAG Sacrificio
| I
0 7-10 dias 0 7-10 dias
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BDA
FG Neurdnio
* Varicosidades * gH+FG
EDA
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RTN PAG N
PAG
E F
6-OHDA 6-OHDA FG 7% CO,
CPu Sacrificio CPu RTN (3 horas)
0 40 dias 0 30-33 40 dias
Imuno-histoguimica Imuno-histoguimica
TH: SN & PAG TH: SN
MeuM: PAG fos: PAG

Figura 4 - Esquema representativo dos protocolos experimentais propostos. A) injecao
do tragador anterérgrado BDA na SN; B) injec&o do tragador retrogrado FG no RTN; C)
injecdo do tracador anterogrado BDA na PAG; D) injecéo do tragcador retrégrado FG na
PAG,; E) indugédo do modelo experimental da DP F) indu¢éo do modelo experimental da
DP, injecdo do tragador retrégrado FG no RTN e ativacao do quimiorreflexo central por
hipercapnia. Abreviagdes:BDA: dextrana-amina biotinilada; PAG: substancia cinzenta
periaquedutal; TH: tirosina-hidroxilase; CPu: caudado e putdmen; 6-OHDA: 6-
hidroxidopamina; FG: fluorogold; NeuN: marcador neuronal nuclear; RTN: nucleo

retrotrapezoéide; SN: substancia negra.
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- BDA na SNc unilateral: utilizando as seguintes coordenadas: 7,8 mm
ventral a superficie do osso, 2,3 mm lateral a linha média e 5,3 mm caudal ao
Bregma a fim de investigar inicialmente a presenca de varicosidades contendo
BDA naregido do RTN (Figura 4A), indicando projecdes diretas entre SN e RTN;

- FG no RTN unilateral: utilizando as seguintes coordenadas: 8,8 mm
ventral a dura-mater, 1,8 mm lateral a linha média e 2,8 mm caudal ao Lambdaa
fim de confirmarmos a existéncia de marcacéo retrégrada dos neurénios da SN

gue possam inervar essa regido do RTN (Figura 4B);

- BDA na PAG unilateral: utilizando as seguintes coordenadas: 5,3 mm
ventral a dura-mater, 0,6 mm lateral a linha média e 6,8 mm caudal ao Bregma
para investigar a presenca de varicosidades contendo BDA na regido do RTN

(Figura 4C), indicando projecdes diretas entre PAG e RTN.

- FG na PAG unilateral: utilizando as seguintes coordenadas: 5,3 mm
ventral a dura-mater, 0,6 mm lateral a linha média e 6,8 mm caudal ao Bregma
a fim de verificar a existéncia de marcacéo retrograda dos neurénios da SN que

possam inervar essa regiao (Figura 4D),.

Todos esses animais em que foram feitas injecbes de tracadores
sobreviveram por 7-10 dias. Apds esse periodo, eles foram profundamente
anestesiados com pentobarbital (60 mg/kg) e perfundidos através do ventriculo
cardiaco esquerdo com tampéao fosfato de sodio (PBS, pH 7,4) seguido de
paraformaldeido (4% em 0,1 M de fosfato, pH 7,4), como serd descrito

posteriormente.

Para as injecdes bilaterais de 6-OHDA (24 ug/ul) ou salina + 0,3% de
acido ascorbico (controle) no estriado, foram feitas 2 injecdes de 0,5 pl em 2
coordenadas distintas. Dessa forma, as coordenadas utilizadas para atingir o
CPu foram: 1) 2,7 mm lateral a linha média, 0 mm rostral ao Bregma e 4,5 mm
ventral a dura-mater e 2) 3,2 mm lateral a linha média, 0,5 mm rostral ao Bregma
e 4,5 mm ventral a dura-mater. Apos 40 dias, os animais foram sacrificados,
perfundidos e os encéfalos retirados para analise imuno-histoquimica. A

extensdo da lesdo foi estimada analisando-se a quantidade de neurbnios
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imunorreativos para tirosina-hidroxilase remanescentes na regido da SNc
(Figura 4E).

3.3 Medida da ventilagdo pulmonar

A avaliacdo da ventilacdo (VE) foi realizada por meio de registros
pletismograficos automaticos e continuos (EMKA Technologies, Falls Church,
VA, USA). Este método baseia-se no principio de que um animal, dentro de uma
camara, tera seu volume de ar corrente inspirado aquecido, da temperatura da
camara a temperatura corporal e saturado com vapor de &gua. Durante a
expiracdo, o volume de ar corrente € resfriado até a temperatura da camara,
havendo perda de vapor de &gua. Essas condi¢cdes, de aguecimento e
umidificacdo do ar inspirado bem como de resfriamento e desidratacdo do ar
expirado, sdo acompanhadas de mudancas de pressao no interior da camara de
registro (MENKES; DUBOIS, 1969).

A camara de pletismografia utilizada neste protocolo foi uma caixa de
acrilico de 5 litros, onde os animais foram colocados, permitindo sua livre
movimentacdo. Esta cAmara € composta por quatro vias de acesso, sendo duas
de entrada e duas vias de saida. A primeira via de entrada conecta-se com o
ventilador (VENT-4C1) ofertando uma mistura de gas que foi inalado pelo animal
durante o experimento em questdo. O fluxo e a pressao de gas séo regulados
pelo sistema (Flow regulation — Alicat Scientific) de acordo com o protocolo
proposto. A segunda via de entrada corresponde ao sistema de calibracéo, a
qual, um volume referencial de ar € injetado na camara fechada e vazia, por meio
de uma seringa de 20 ml (no intervalo de tempo de 2s). As vias de saida referem-
se aos sensores de umidade, temperatura e ao transdutor diferencial de presséo
(DPT Respiratory Flow Head, EMKA Technologies), conectados a um pré-
amplificador e ao software de analise (modelo EMKA-IOX 2, verséao 2.8.0.1.9).
Ademais, uma bomba de succao de ar (VENT-2) conectada a um dispositivo
desumidificador com silica em seu interior, remove o ar expirado completando o
circuito. Duas variaveis respiratorias foram medidas; a frequéncia respiratoria

(fR) e o volume corrente (VT)!. A VE foi calculada pelo produto entre fR e VT.
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Foram realizadas medidas da temperatura corporal de cada animal por
meio de termdmetro digital clinico (Termo Med Incoterm) antes e apds a
avaliagdo pletismogréfica. Os parametros respiratérios foram automaticamente
calculados, utilizando a férmula de Drorbaugh and Fenn (1955) e posteriormente
corrigidos pela massa corporal. Modificagbes na temperatura, umidade e
pressdo atmosférica dentro da camara de registro foram continuamente
registradas e utilizadas para corre¢cdo automatica do calculo do VT. A principal
vantagem deste método de pletismografia automatica em relagdo ao método de
captacao de dados analdgico consiste no fato de que nao se faz necessario abrir
a camara entre os registros. Deste modo, o registro continuo permite que o

microambiente no interior da camara seja preservado.

Os animais permaneceram inicialmente livres para exploracao e posterior
adaptacdo ao ambiente da camara por um periodo de 45 a 60 minutos. Antes de
cada registro a camara foi ventilada com ar atmosférico (21% de O2). ApoOs a
fase exploratdria, a mensuracdo das variaveis respiratorias basal foi efetuada
por 15 minutos. Em seguida, os animais foram submetidos por um periodo de 10
minutos a hipercapnia (mistura gasosa de 7% de COz2, balanceada com 21% de
02 e 72% de nitrogénio (N2)). Ao final desse intervalo, a cAmara foi ventilada com
ar atmosférico por 30 minutos e as variaveis respiratdrias mensuradas
novamente. Os procedimentos de registros nesse pletismografo foram

realizados 1 dia antes e 40 dias ap0s a injecéo de veiculo ou 6-OHDA no CPu.

L Férmula de célculo para VT :

VT =PT x VK x TC x (PB - PC)
PK TR (PB-PC) - TC x (PB-PR)
Tb

Definicdo dos simbolos da equacédo: VT: Volume de ar corrente; VK: Volume de ar injetado na
camara do animal para calibracéo; PT: Deflex@o de pressdo associada com cada volume de ar
corrente; PK: Deflexdo de pressdo associada ao volume injetado para calibragdo; Thb:
Temperatura corporal (em Kelvin); TC: Temperatura do ar dentro da camara do animal; PB:
Pressdo barométrica; PR: Pressdo de vapor de 4gua a temperatura corporal; PC: Pressdo de
vapor de agua na camara do animal; TR: Temperatura ambiente.

3.4 Hipercapnia

Em um grupo de animais, sete a dez dias ap0s a injecado de FG no RTN
de animais submetidos a inducdo prévia do modelo de 6-OHDA, os animais

foram expostos por 3 horas a uma mistura de gases (7% CO2, 21% Oz,
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balanceado com N2) em uma camara de pletismografia de corpo inteiro, a qual
consiste em uma caixa de acrilico de 5 litros. Nesse ambiente, temos um fluxo

de gés de 1 L/min e o animal pode mover-se livremente (Figura 4F).

3.5 Histologia

Ao término dos experimentos, os animais foram profundamente
anestesiados com pentobarbital de so6dio (60 mg/kg) e perfundidos através do
ventriculo cardiaco esquerdo com solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS,pH 7,4) seguido de paraformaldeido (4% em 0,1 M de fosfato, pH 7,4). Os
encéfalos foram retirados e guardados nesse fixador por 3-4 horas a 4 °C. Apés
este periodo, o material foi transferido para uma solucao contendo sacarose.
Apobs 24 horas, os encéfalos foram cortados em microtomo numa espessura de
40 ym e guardados em solucdo anti-congelante, preservando a qualidade do
tecido encefalico para posterior tratamento histoquimico ou imuno-histoquimico
(Schreihofer & Guyenet,1997) com anticorpos especificos (Tabela 1) para cada
tratamento desejado. Ndo foi observada marcacdo quando o processo foi

realizado com a auséncia do anticorpo primario.

Depois de finalizados os tratamentos imuno-histoquimicos, os cortes
encefélicos foram analisados hum microscopio (Zeiss Axioskop 2) para conferir
os locais das injecdes e para localizacdo e quantificagcdo dos neurdnios
marcados com os tracadores e com a presenca da imunorreatividade para TH,
NeuN, e fos, As varicosidades foram analisadas e fotografadas no microscoépio
cofocal (Nikon E1000).



mouse anti —TH
(1:2000)

Millipore

Cy3 goat anti-mouse (1:200)

Jackson Imunno Res. Lab.

donkey anti-mouse biotin. (1:500)

Chemicon international
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Revelar a expressdo da
enzima tirosina

hidroxilase

gquinea pig anti-Vglut2
(1:2500)

Chemicon international

Cy3 ou Alexa 488 goat anti- guinea pig (1:200)

Molecular Probes

Revelar a expresséo do
transportador vesicular
de glutamato do tipo 2

mouse anti-NeuN

(1:5000)

Lab.

Jackson Imunno Res.

donkey anti-mouse biotinilado (1:500)

Chemicon international

Revelar a expressao do
marcador neuronal
NeuN

rabbit anti-GAD67

(1:2500)

Chemicon international

Cy3 ou Alexa 488 goat anti—rabbit (1:200)

Molecular Probes

Revelar a expressao do
acido glutamico
descarboxilase 67

rabbit anti-fluorogold

(1:5000)

Millipore

Alexa 488 goat anti — rabbit (1:200)

Millipore

Revelar a expressdo do

tragador fluorogold

rabbit anti-fos
(1:10000)

Santa Cruz

Cy3 donkey anti-rabbit (1:200)

Invitrogen

Revelar a expressdo de
ativagdo neuronal pela
imunorreatividade da
proteina fos

Alexa 488 ou Cy3
(1:200)

Jackson Imunno Res.
Lab.

Revelar o tracador
anterégrado BDA

Tabela 1 - InformagBes a respeito dos anticorpos utilizados nos protocolos de
histoquimica e imuno-histoquimica da presente tese.
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3.6 Quantificacdo da imunorreatividade

Um microscopio convencional foi utilizado para as observacdes e captura
de imagens das regides neuronais de interesse, o programa ImageJ programa
de software de dominio publico (disponivel a partir do site
http://rsb.info.nih.gov/ij/) foi utilizado para contar diversos perfis neuronais dentro
de uma area estabelecida por meio de sec¢des que foram definidas a partir de
referéncias pré estabelecidas na literatura. Foram analisados 1 em 6 cortes de
40 pym cada. Assim, a distancia entre um corte e outro era de 240 um. A
referéncia utilizada para SN foi onde finaliza o nucleo geniculado medial. Esse
corte foi definido como Bregma -6,6 mm e n&o foi considerado para
quantificacdo. A partir deste Bregma, foram analisados 5 cortes rostrais. A
referéncia para RTN foi determinada pelo fim do nucleo facial e inicio das olivas
inferiores. Para esse corte, definiu-se o Bregma de -11,6 mm e a partir dele foram
guantificados mais 4 cortes rostrais a esse corte referéncia, totalizando 5 cortes
analisados do RTN. A referéncia utilizada para a PAG foi a abertura do aqueduto
mesencefalico (Bregma = -8,8 mm) e foram quantificadas mais 4 cortes rostrais
a esse corte referéncia, totalizando 5 cortes analisados de PAG. Toda
nomenclatura aqui descrita foi determinada de acordo com o atlas de Paxinos e
Watson (1998).

3.7 Experimentos eletrofisioldgicos
3.7.1 Procedimentos cirurgicos

Animais controles ou submetidos ao protocolo de inducdo da DP foram
anestesiados com isoflurano (5%) em 100% de oxigénio. Posteriormente, foram
tragueostomizados com uma céanula de metal e acoplados a ventilagdo
mecanica, mantendo-os com 2% de isoflurano diluido em 100% de oxigénio,
frequéncia respiratoria de 60-80 ciclos/s, volume de 1 a 1,2 ml/100g de rato e
com uma pressao positiva no final da expiracdo (PEEP) de 1 cmH20 durante
todos os procedimentos cirargicos. Os animais foram submetidos aos seguintes

procedimentos cirdrgicos:

A) Vagotomia bilateral com a finalidade de evitar influéncias inibitérias dos

receptores de distensao pulmonar sobre o padrao respiratorio;
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B) Canulacéo da artéria e veia femorais para registro da presséao arterial pulsatil

(PAP) e administracao de drogas, respectivamente;
C) Posicionamento em um aparelho estereotaxico (modelo Kopf 900);

D) Remocao do osso occipital para insercao de micropipetas de vidro

preenchidas com os farmacos utilizados;

E) Acoplamento de eletrodos de prata nos musculos diafragma, genioglosso e
reto abdominal para avaliar a atividade inspiratoria (diafragma e genioglosso) e
expiratéria ativa (abdominal), por meio de duas incisdes longitudinais na regido
abdominal, adotando-se a costela inferior e a linha média abdominal do animal

como referéncias.

Com o término dos procedimentos cirlrgicos, o0 anestésico inalatério
isoflurano foi substituido pelo anestésico endovenoso uretano (1,2-1,4 g/kg),

mantendo os animais ventilados com 100% de oxigénio.

Antes de iniciar os experimentos, a ventilacdo foi ajustada para niveis de
CO2 expirado em 4% (valores basais) (60 a 80 ciclos/s; volume de 1 a 1,2 ml/100
g de animal). Essas condi¢des foram selecionadas porque 4% de CO:2 expirado
esta abaixo do limiar de atividade expiratdria ativa, ou seja, da atividade do
musculo abdominal nas nossas condi¢cdes experimentais. A estimulacao dos
quimiorreceptores centrais foi realizada aumentando-se os valores de CO:
expirado de 4% para 10% e a estimulacédo dos quimiorreceptores periféricos foi
realizada com a injecdo endovenosa de cianeto de potassio (KCN; 40 ug/ 0,1

ml).

Durante todo o procedimento, os animais receberam uma sonda retal para
monitorizacdo da temperatura corporea, mantendo-a em 37 °C utilizando-se um
colchdo com resisténcia interna para aquecimento. O indice de CO:2 expirado
pelo animal foi monitorado durante o experimento por meio de um capnémetro
(Columbus Instruments, Ohio, USA) acoplado ao ventilador. O nivel de anestesia
foi sempre monitorado, testando-se a auséncia do reflexo de retirada de pata ao

seu pingamento.
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3.7.2 Registro da pressao arterial

Para o registro da PAP, os animais foram submetidos a canulacdo da
artéria femoral com tubo de polietileno (PE-10 conectado a um PE-50). A canula
da artéria femoral foi conectada a um transdutor de pressdo (Physiological
Pressure Transducer mod. MLT844, ADInstruments) acoplado a um pré-
amplificador (Bridge Bio Amplifier mod. ML221, ADInstruments) e ao sistema de
registro computadorizado Cambridge Electronic Design (CED-1401) de 8 canais.
Os animais tiveram a veia femoral canulada com tubo de polietileno (PE-10

conectado a um PE-50) para a infusédo de drogas sistémicas.

3.7.3 Eletromiografia dos musculos respiratérios

Durante os procedimentos cirargicos, eletrodos bipolares constituidos por
fios de prata isolados e com as pontas expostas foram implantados nos masculos
diafragma, genioglosso e abdominal dos animais com o objetivo de registrar a
atividade eletromiografica dos mesmos. Todos os sinais foram amplificados em
20 K, filtrados de 100 a 3000 Hz e adquiridos por meio de um conversor analégico
digital (CED 1401, Cambridge Electronic Design, UK) de 8 canais. O sinal foi
copiado para um sistema de aquisicdo de dados versao 6.16 do Spike 2 software
(CED, Cambridge Electronic Design, UK).

Os resultados foram gravados em DVD para posterior analise. Por meio
das analises das atividades dos musculos diafragma e genioglosso avaliamos a
atividade inspiratoria, e da atividade do musculo abdominal avaliamos a
atividade expiratéria ativa. As atividades integradas do diafragma (DiaEMG),
genioglosso (GGEMG) e do abdominal (AbdEMG) foram obtidas apds retificacédo
e suavizagao (1 = 0,03) a partir do sinal original. Os ruidos foram subtraidos antes
de se realizar qualquer célculo, e a atividade muscular fisiolégica (Basal:
frequéncia e amplitude) foi considerada no momento imediatamente antes de

qualquer estimulo realizado.
3.7.4 Injecbes enceféalicas

Em animais controles, foram realizadas injecdes bilaterais (uma por lado)
na PAG de salina ou muscimol (2 mM, agonista GABAérgico, pH 7,4; Sigma

Chemicals, St. Louis, MO, USA) diluido em salina estéril. As injecdes foram
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realizadas sob pressao com nitrogénio durante 8-15 ms,, utilizando micropipetas
de vidro (diametro interno de 0,5 mm, Sutter Instrument Co, CA) acopladas ao
aparelho PicoSpritzer Il (General Valve Corporation, NJ), mantendo um volume
de 30 nl/ injecdo. Salina ou muscimol continham 5% de microesferas de latex
fluorescentes (Lumafluor, New City, NY, USA) para posterior analise histologica
(MOREIRA et al., 2006; MOREIRA et al., 2011; TAKAKURA et al., 2006a).

Para atingir a PAG, as inje¢bes foram feitas utilizando as seguintes
coordenadas: 5,3 mm ventral & dura-méter, 0,6 mm lateral a linha média e 6,8
mm caudal ao Bregma. ApoOs o término dos experimentos, 0os animais foram
sacrificados, perfundidos e os encéfalos retirados para verificacdo do sitio de

injecao.
3.7.5 Ativacao do quimiorreflexo central e periférico

Em animais controles ou submetidos ao protocolo de inducdo da DP, o
quimiorreflexo central foi testado pelo aumento na concentracdo de CO:
oferecida para o animal (hipercapnia: 10% CO2). Da mesma forma, nesses
animais também foi testado o quimiorreflexo periférico pela injecédo intravenosa
de cianeto de potéassio (KCN, 40 ug/0,1 ml) (Figura 5 A-B).

A
Modelo animal da DP (6-OHDA) 40 dias antes

nicic 1 0%

Regisiro 0, sl Hen Basal Perfusio
| I | | |
| | | | |
0 10 20 25 35 &0 min

B Animais controle
Inicia Salina 105 KCN Muscimol 105 KCM

Registra AL £ PAG i Perfusdo
| | | | | |
| | | | | |
] 10 15 25 EL 40 50 170 min

Figura 5 - Esquemas representativos dos protocolos experimentais funcionais. A)
modelo da DP em que foi realizada a injecéo bilateral de 6-OHDA no CPu 40 dias
anteriores aos experimentos eletrofisioldgicos que consistiam em registros da atividade
dos musculos envolvidos na respiracao frente a estimulos do quimiorreflexo central
(COy) e periférico (cianeto de potédssio: KCN); B) animais controles que receberam
injecdes bilaterais de salina e muscimol em diferentes tempos e foram realizados
registros da atividade dos musculos envolvidos na respiracao frente a estimulos do
quimiorreflexo central (CO) e periférico (KCN).
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3.8 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Sigma Stat 3.0
(Jandel Corporation, Point Richmond, CA). Os dados foram tabelados e
representados em gréficos como média = erro padrdo da média. Para os
experimentos neuroanatdmicos, foi realizado o Teste t e para 0s experimentos
eletrofisiologicos, foi realizada analise de variancia de uma via seguida do Teste
de Student-Newman-Keuls para comparacdo entre as médias. O indice de
significancia foi fixado em p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Estudo neuroanatdbmico em animais controles

Esta série de experimentos foi realizada a fim de investigar as possiveis
projecdes entre SN e RTN (Figura 6A).

4.1.1 Avaliacao de projecOes diretas da SN para o RTN

A analise histolégica mostrou que o tracador anterogrado BDA foi injetado
unilateralmente na SN, regido em que se concentra a maior densidade de
neurénios dopaminérgicos, conforme evidenciado pela figura 6C. Foram
realizadas 12 injecdes, sendo que destas, 4 estavam localizadas na SN (Figura
6B — esquema superior). Como podemos observar, existe uma grande
densidade de neurbnios marcados com TH na regido da SN, situada no
mesencéfalo. A SN é formada por uma parte reticulada (situada na borda medial
das fibras descendentes corticofugas da base do pedunculo cerebral) e uma
parte compacta (adjacente a area tegmental ventral com a qual se assemelha
citoarquitetural e funcionalmente). A parte compacta é formada por neurbnios
gue contém melanina (o pigmento que lhe confere a cor negra), tém como
neurotransmissor dopamina e projetam-se para o neostriado (fibras nigro-
estriadas), podendo excita-lo ou inibi-lo, dependendo do receptor dos neurdnios
pos-sinapticos (D1 excita e D2 inibe). A parte reticular é formada por neurdnios
inibitérios GABAérgicos, cujos axbnios tém grande numero de colaterais que
possibilitam um largo territério de ac¢do. Em todos 0s casos positivos
apresentados na figura 6B, ndo houve a presenca de imunorreatividade para

BDA na regido do RTN, nosso alvo de estudo.

No grupo de animais em que foi feita a injecao do tracador retrégrado FG
no RTN, a analise histoldgica mostrou que o tracador foi injetado unilateralmente
abaixo da porcao caudal do nucleo facial, atingindo a regido em que se concentra
a maior densidade de neurbnios CO2-sensiveis, conforme evidenciado pela
figura 6D. Os resultados obtidos séo referentes a 4 animais (total de 8) que

apresentaram injecoes localizadas no RTN (Figura 6B — esquema inferior). Em
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todos os casos apresentados na figura 6B, ndo houve a presenca de corpos

celulares marcados retrogradamente (imunorreativos para FG) na regido da SN.

Figura 6 - Local das injecdes na SN e RTN

A) Esquema representativo da via investigada entre neurdnios dopaminérgicos da SN e
neurdnios do RTN. B) Representacdo esquematica das inje¢cdes de BDA na SN (em
vermelho, no esquema superior) e FG no RTN (em azul, no esquema inferior). C)
Fotomicrografia mostrando o local da inje¢éo do tracador anterégrado dextrana-amina
biotinilada (BDA) na regido da substéncia negra (SN). Vermelho sdo exemplos de
neurbnios que foram imunorreativos para a enzima tirosina-hidroxilase (TH). D)
Fotomicrografia mostrando o local da injecéo do tracador retrogrado Fluorogold (FG) na
regido do nucleo retrotrapezéide (RTN). Abreviacdes: SNR: substancia negra reticular;
SNC: substancia negra compacta; VTA: &rea tegmental ventral; ml: leminiscu medial,
Aq: aqueduto mesencefalico, scp: pedunculo cerebelar superior, APT: nlcleo anterior
pretectal; py: trato piramidal; Sp5: trato espinal do trigémio; VII: nicleo motor do facial;
RPa: nucleo da rafe pallidus. Escalas em A =1 mm para A-B,C=1mme D = 0,5 mm.
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4.1.2 Avaliacao de projec¢Oes indiretas da SN para o RTN, envolvendo a PAG

Apesar de ndo observarmos evidéncias de projecdes diretas entre a SN e
o RTN por meio do protocolo anterior, ao analisarmos os cortes originados
desses grupos experimentais, pudemos observar a presenca de varicosidades
reativas para BDA e corpos celulares marcados com FG na regido da PAG.
Dessa forma, nossa proxima série de experimentos foi avaliar a existéncia de
projecOes diretas entre SN/PAG (Figura 7A) e PAG/RTN (Figura 9A). Para isso,
analisamos os cortes decorrentes do protocolo anterior, fizemos mais 2 grupos
experimentais com injecdes de tracadores anterégrado e retrogrado na PAG e
fizemos em um Unico animal a inje¢cdo do tracador anterégrado na SN e do

retrogrado no RTN a fim de confirmarmos a existéncia dessas projecoes.

4.1.2.1 Avaliacdo de projecdes diretas da SN para a PAG

Em todos os casos com injecao positiva de BDA na SN exemplificados na
figura 6B (esquema superior), observou-se reatividade para BDA na regido da
PAG, regido envolvida em situacdes de perigo, em que o animal precisa mudar
a sua respiracdo (SUBRAMANIAN e cols., 2008) (Figura 7B). Dessas projecdes
30,8 = 9% eram glutamatérgicas e 37,7 + 14% eram GABAérgicas (Figuras 7B-
D) e se projetavam para a regiao dorsal da PAG, ao passo que na regiao ventral
da PAG 36 + 3% das projecdes eram glutamatérgicas e 40 + 6% eram
GABAérgicas (Figura 7B-D). A proporcédo entre a quantidade de varicosidades

excitatérias ou inibitérias foi semelhante em ambas regifes da PAG.

Para comprovar a existéncia dessa projecdo direta da SN para o0s
neurbnios da PAG, foram realizadas injecdes de FG na PAG. A andlise
histol6gica mostrou que o tracador retrogrado FG foi injetado unilateralmente na
PAG ventrolateral (Figura 8B). Foram realizadas 15 inje¢c0es, sendo que destas,
4 estavam localizadas na PAG (Figura 8A). Em todos os casos positivos
apresentados na figura 8A, observou-se uma densa presenca de corpos
celulares marcados retrogradamente (imunorreativos para FG) na regiao da SN
gue se colocalizaram com neurénios dopaminérgicos da SN (95 + 2%, Figuras
8C-D).
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Figura 7 - Projecfes da SN para a substancia cinzenta periaquedutal (PAG):
tracador anterégrado

A) Esquema representativo da via investigada entre neurdnios dopaminérgicos da SN e
neurbnios da PAG. B) Varicosidades reativas com: BDA (vermelho), VGLUT2 ou GAD67
(verde) e a sobreposicdo das imagens (laranja); C) Numero de varicosidades reativas
para BDA que contém imunorreatividade para VGLUT2 ou GAD67 nas regides dorsal e
ventral da PAG. D) porcentagem do total de varicosidades reativas para BDA na PAG
que contém imunorreatividade para VGLUT2 ou GAD67. * diferente de BDA.
Abreviagfes: SNC: substancia negra compacta; ml: leminiscu medial, Ag: aqueduto
mesencefélico, scp: pedunculo cerebelar superior, APT: nlcleo anterior pretectal.
Escalasem A=1 mm e B6 =5 um para B1-B6.
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Figura 8 - Projecbes da SN para a substéncia cinzenta periaguedutal (PAG):
tracador retrogrado

A) Representacdo esquemética das injecbes de FG na PAG. B) fotomicrografia
mostrando o local da injecdo do tragador retrogrado Fluorogold (FG) na regido da PAG.
C) Gréafico mostrando o numero de neurdnios que sao dopaminérgicos (TH*: barra
vermelha), projetam-se para a PAG (FG*: barra verde) e sdo dopaminérgicos e se
projetam para a PAG (TH*/FG*: barra laranja). D) Fotomicrografias de neurbnios na
regido da SN marcados com FG (verde — D1), TH (vermelho — D2) e sobreposicéo
(laranja — D3). Abreviagfes: AQ: aqueduto mesencefalico, SNc: substéncia negra
compacta; SNr: substancia negra reticular; VTA: area tegmental ventral. Escalas: A e B
=1 mm; D1 =100 pm para D1-D3.
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4.1.2.2 Projecoes diretas da PAG parao RTN

Em todos os casos com injecao positiva de FG no RTN exemplificados na
figura 6B (esquema inferior), observou-se a presenca de corpos celulares
marcados com FG em todas as regido da PAG (DM: 57 + 4; DLe: 150 £ 5; DLd:
64 +3,V:9+1;V0Le: 128 £ 2; VLd: 60 = 1, Figuras 9B-D).

Para comprovar a existéncia dessa projecao direta da PAG para o RTN,
foram realizadas injecdes de BDA na PAG. A andlise histol6gica mostrou que o
tracador anteroégrado BDA foi injetado unilateralmente na PAG dorsolateral ou
ventrolateral (Figura 10G-H). Foram realizadas 10 injecdes, sendo que destas, 2
estavam localizadas na PAG dorsolateral e 2 na PAG ventrolateral (Figura 10G).
Em todos os casos positivos apresentados na figura 10G, observou-se
imunoreatividade para BDA na regido do RTN. Dessas projecdes 46,29 + 0,26%
eram glutamatérgicas e 32,8 + 0,15% (Figuras 10C-F) eram GABAérgicas
(Figuras 10A-F e 10I). N&o houve diferengca com relagdo a distribuicdo e
guantidade de varicosidades encontradas no RTN nos diferentes casos em que

o tracador foi injetado na porcdo dorso ou ventrolateral.
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Neuronios FG* na PAG

Figura 9 - Projecdes da PAG para o RTN: tragador retrégrado

A) Esquema representativo da via investigada entre neurénios da PAG e neurdnios do
RTN. B) Grafico representativo do nimero de neurdnios de 4 ratos contados em 5
sec¢Oes por encéfalo com FG nas diferentes regides PAG. C) Fotomicrografia mostrando
neurdnios marcados com FG na regido ventral da PAG. C’) ampliacdo da regido
demarcada em vermelho na Fig. 9C. D) Fotomicrografia mostrando neurénios marcados
com FG na regido dorsal da PAG. D) ampliacéo da regido demarcada em vermelho na
Fig. 9D. Abreviagfes: Ag: aqueduto mesencefélico; RPa: nucleo da rafe pallidus: py:
trato piramidal; Sp5: trato espinal do trigémio; VII: nicleo motor do facial; 10: oliva
inferior. Escalas: A =1 mm; C = 250 um para C-D; C" = 50 um para C’-D".
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Figura 10 - ProjecOes da PAG para o RTN: tragador anterogrado

A) Fotomicrografia mostrando varicosidades duplamente marcadas com BDA e
VGLUT2 na regido do RTN. B) Fotomicrografia mostrando varicosidades marcadas com
VGLUT2 naregido do RTN. C) Fotomicrografia mostrando varicosidades marcadas com
BDA na regido do RTN. D) Fotomicrografia mostrando varicosidades duplamente
marcadas com BDA e GAD67 na regido do RTN. E) Fotomicrografia mostrando
varicosidades marcadas com GADG67 na regido do RTN. F) Fotomicrografia mostrando
varicosidades marcadas com BDA na regidao do RTN. G) Representacao esquematica
das injecdes de BDA na PAG. H) Fotomicrografia do sitio de inje¢cdo de BDA na PAG. I)
Gréfico representativo da porcentagemde varicosidades contadas em 5 se¢fes por
encéfalo com BDA, GAD67 e/ou VGLUTZ2 nas diferentes regides do RTN de 4 ratos.
Abreviagdo: Ag: aqueduto mesencefalico. Escalas: A e D = 25 um para A-F; G =1 mm;
H =200 pm.
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4.1.2.3 AvaliacOes de projecdes da SN para os neurbénios da PAG e

destes para o RTN: tracador anterégrado e retrégrado

Em um dnico caso foi realizada a injecdo no mesmo animal do tracador
anterogrado BDA na SN e do tragador retogrado FG no RTN. Ao analisarmos a
PAG, pudemos observar a presenca de varicosidades contendo BDA proximas
a corpos celulares contendo FG, mais um indicio de que os neurdnios da SN se
projetam para a regiao da PAG e se comunicam com neurdnios da PAG que se

projetam para a regido do RTN (Figura 11).

4 B G ot

\ \

Figura 11 - Projec0Oes indiretas da SN para o RTN, envolvendo a PAG

A) Fotomicrografia mostrando exemplos de neur6nios marcados com FG na regido da
PAG (azul). B) Fotomicrografia mostrando exemplos de varicosidades imunorreativas
para BDA na regido da PAG (vermelho). C) Sobreposicdo das figuras 11A e 11B
mostrando a proximidade entre os neurénios marcados com FG e as varicosidades
contendo BDA na PAG. Escala em C = 20 um para A - C.
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4.2 Estudo neuroanatomico na PAG em animais submetidos ao modelo da

DP induzido pelainjecéo bilateral de 6-OHDA no CPu

Esta série de experimentos foi realizada para verificarmos se num modelo
da DP induzido pela inje¢do da 6-OHDA no CPu, em que observamos redugéo
do numero de neurbnios da SN e RTN (Tuppy et al.,, 2015), também
observaremos reducéo dos neurdnios da PAG que se projetam para o RTN e

sao ativados por hipercapnia.

4.2.1 Efeitos da inje¢cdo de 6-OHDA no CPu na imunorreatividade para TH
de corpos celulares na SN e de varicosidades na regidao da PAG e para

NeuN naregido da PAG

A toxina 6-OHDA (24 pg/ul) ou veiculo foram injetados bilateralmente no
CPu em ratos (n = 5/grupo). A imunorreatividade para tirosina-hidroxilase (TH)
foi analisada na regido da SN. Os neurbnios TH* foram contados em 5 secdes
coronais por rato. Cada secao era de 240 um de distancia. A figura 12A é uma
fotomicrografia de um animal representativo do grupo controle, em que foi
administrado veiculo bilateralmente no CPu. Como podemos observar, nos
animais controles existe uma grande densidade de neurdnios marcados com TH
na regido da SN, situada no mesencéfalo. A figura 12B é uma fotomicrografia de
um animal representativo do grupo 6-OHDA, onde podemos observar uma
reducdo no nuamero de neurdnios TH* na SN. Os resultados dos grupos
indicaram que 6-OHDA foi efetiva em reduzir a quantidade de neurdnios TH* na
SN (462 + 33, vs. veiculo: 1850 + 25 neurdnios, p < 0,05, Figura 12C). A dose
utilizada da toxina reduziu o nimero de neurdnios TH* em 75%. Nesses animais,
observamos também, como ja descrito previamente, reducdo na frequéncia
respiratoria basal (66,1 + 1,0 vs. veiculo: 100,1 + 5,0 respira¢cdes /min; p < 0,05)
e ventilacao (394,1 + 1,9 vs. veiculo: 545,6 + 21,4 ml/kg/min, p < 0.001), sem
alterar o volume corrente (6,0 = 0,1 vs. veiculo: 5,5 + 0,4 ml/kg, p > 0.05) (Figura
12D-F). No mesmo grupo de animais, hipercapnia (7% CO2) produziu um menor
aumento na frequéncia respiratéria (91,6 + 2,7 vs. veiculo: 128,3 = 8,1
respiragcdes/min, p = 0.005) e ventilacdo (988,1 + 35,1 vs. veiculo: 1218,2 + 72,9
ml/kg/min, p = 0.02) comparado ao grupo controle (Figura 12D e 12F).
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Nesses animais, verificamos ainda se a injecéo bilateral de 6-OHDA no
CPu poderia também levar a uma reducdo do numero de neurbnios e de
varicosidades imunorreativas para TH na PAG. A figura 13A é uma
fotomicrografia de um animal representativo do grupo controle em que foi
administrado veiculo bilateralmente no CPu e podemos observar uma grande
densidade de neurénios marcados com NeuN na regido da PAG. A figura 13B é
uma fotomicrografia de um animal representativo do grupo 6-OHDA, em que
podemos observar uma reducdo na densidade de neurdnios marcados com
NeuN na mesma regido. Os resultados mostraram que a injecdo de 6-OHDA foi
capaz de reduzir a densidade de neurdnios na regido dorsomedial (10 % 3, vs.
veiculo: 23 £ 1%, p<0,05), dorsolateral (15 * 6, vs. veiculo: 38 + 2%, p<0,05) e
ventrolateral (14 = 5, vs. veiculo: 30 £ 1%, p<0,05) da PAG, ao passo que nao
observamos alteracdes na densidade de neurénios na regido ventral (11 £ 4, vs.
veiculo: 17 = 1%, p>0,05) (Figura 13C). A figura 13D € uma fotomicrografia de
um animal representativo do grupo controle em que foi administrado veiculo
bilateralmente no CPu e podemos observar uma grande quantidade de
varicosidades imunorreativas para TH* na regido da PAG. A figura 13E € uma
fotomicrografia de um animal representativo do grupo 6-OHDA, em que podemos
observar uma reducgéao quantidade de varicosidades imunorreativas para TH* na
mesma regido. Os resultados mostraram que a injecédo de 6-OHDA néo foi capaz
de reduzir significantemente a quantidade de varicosidades TH* na regido
dorsomedial (7 £ 4, vs. veiculo: 24,5 + 12, p>0,05), dorsolateral (37 + 9, vs.
veiculo: 54 + 25, p>0,05), ventrolateral (474 + 72, vs. veiculo: 863 + 161, p>0,05)
e ventral da PAG (260 + 60, vs. veiculo: 396 + 66, p>0,05) (Figural3F).
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Figura 12 - Alteragdes respiratorias observadas em um modelo animal de DP
induzido pelainjecéo bilateral de 6-OHDA no CPu

Fotomicrografias mostrando a imunorreatividade para TH* na SNcnos grupos A) veiculo
e B) 6-OHDA (24 pg/ul). A’ e B’) imagens ampliadas da figura 12A e B. C) Numero de
neurdnios TH* em animais que receberam a injecéo bilateral de veiculo ou 6-OHDA no
CPu. Resumo das altera¢des observadas na D) frequéncia respiratoria (fR), E) volume
corrente (VT) e F) ventilacdo (VE) em animais que receberam veiculo ou 6-OHDA no
CPu. *diferente de veiculo. Abreviagbes: SNR: substancia negra reticular; SNC:

substancia negra compacta; VTA: area tegmental ventral. Escalas em B = 500 um para
A-B e B’ =100 ym para A-B'. .
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Figura 13 - Reducéo nadensidade de neurdnios que expressam NeuN e no numero
de varicosidades catecolaminérgicas na PAG observadas num modelo
experimental de DP

Fotomicrografias de neurbnios da PAG imunorreativos para NeuN de animais que
receberam a injecdo de A) veiculo e B) 6-OHDA no CPu. Fotomicrografias de
varicosidades da PAG imunorreativas para TH de animais que receberam a injecdo de
D) veiculo e E) 6-OHDA no CPu. C) Densidade de neurénios marcados com NeuN na
PAG. F) Numero de varicosidades TH* na PAG. *diferente de veiculo. Abreviagc¢des: Aq,
aqueduto mesencefalico. Escalas em A = 400 pm para A-B, A" = 50 ym para A’-B’, D =
200 pum para D-E) e D" =50 ym para D"-E".
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4.2.2 Alteracdes no numero de neurbnios da PAG que se projetam para o0 RTN
e sao ativados por hipercapnia observadas no modelo da DP induzido pela
injecdo de 6-OHDA no CPu

6-OHDA (24 pg/ul) ou veiculo foram injetados bilateralmente no CPu em
ratos (n = 4/grupo). A imunorreatividade para tirosina-hidroxilase (TH) foi
analisada da mesma forma e no mesmo numero de cortes que explicado no item
anterior. A figura 14A € uma fotomicrografia de um animal representativo do
grupo controle, em que foi administrado veiculo bilateralmente no CPu. Como
podemos observar, nos animais controles existe uma grande densidade de
neurénios marcados com TH na regido da SN. A figura 14B € uma
fotomicrografia de um animal representativo do grupo 6-OHDA, em que podemos
observar uma reducdo no numero de neurénios TH* na SN. Os resultados dos
grupos (Figura 14C) indicaram que 6-OHDA foi efetiva em reduzir a quantidade
de neurbnios TH* na SN (225 + 27, vs. veiculo: 1474 £ 15 neurénios, p < 0,05).
Neste grupo experimental, a dose utilizada da toxina reduziu o numero de

neurénios TH* em 85%.

Paratestar se ainjecao bilateral de 6-OHDA no CPu poderia também levar
a uma reducédo de neurdnios da PAG que se projetam para o RTN, analisamos
a presenca de corpos celulares na PAG marcados com o tracador retrogrado FG
injetado no RTN (Figura 15A). A localizacao das injecdes do tragcador no RTN
pode ser observada na Figura 15A-B. A figura 15C é uma fotomicrografia de um
animal representativo do grupo controle em que foi administrado veiculo
bilateralmente no CPu e podemos observar uma grande densidade de neurbnios
marcados com FG na regido da PAG . A figura 15F é uma fotomicrografia de um
animal representativo do grupo 6-OHDA, em que podemos observar uma intensa
reducdo na densidade de neurdnios marcados com FG na mesma regido. Os
resultados mostraram que a injecao de 6-OHDA foi capaz de reduzir o nimero
de neurdnios marcados com FG na regido dorsomedial (9 £ 1, vs. veiculo: 64 +
3, p<0,05), dorsolateral esquerda (32 + 1, vs. veiculo: 150 = 5, p<0,05),
dorsolateral direita (24 + 0, vs. veiculo: 57 + 4, p<0,05), ventrolateral esquerda
(60 %1, vs. veiculo: 128 + 2, p<0,05), ventrolateral direita (20 * 1, vs. veiculo: 60

+ 1, p>0,05) e regido ventral (3 + 1, vs. veiculo: 9 + 1, p>0,05) (Figura 15I).
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Esses mesmos animais foram expostos a um protocolo de 3 horas de
hipercapnia antes de serem sacrificados para que pudéssemos observar se 0s
neurdnios reduzidos da PAG que se projetam para o RTN seriam também os
neurdnios ativados por COz2. As figuras 15C-D sé&o fotomicrografias de um animal
representativo do grupo controle em que foi administrado veiculo bilateralmente
no CPu e podemos observar a presenca de neurdnios duplamente marcados
com FG e fos na regido da PAG (Figuras 15D-E). As figuras 15F-H sé&o
fotomicrografias de um animal representativo do grupo 6-OHDA, em que
podemos observar uma reducdo na densidade de neurbnios duplamente
marcados com FG e fos na mesma regiao (Figuras 15G-H). Os resultados
mostraram que a injecdo de 6-OHDA foi capaz de reduzir o nUmero de neurdnios
duplamente marcados com FG e fos na regido da PAG dorsolateral esquerda
(0,750, vs. veiculo: 10+1, p>0,05), ventrolateral esquerda (3 * 2, vs. veiculo: 23
+ 2, p>0,05), ventrolateral direita (1 = 0, vs. veiculo: 10 £ 0, p>0,05), mas nao
houve reducéo significativa na PAG ventral (O = 0, vs. veiculo: 2 £ 0, p>0,05),
dorsolateral direita (1 + 0O, vs. veiculo: 100, p>0,05), dorsomedial (0O £ O, vs.
veiculo: 2 £ 1, p>0,05) (Figura 15I).
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Figura 14 - A injecdo bilateral de 6-OHDA no CPu leva a reducédo de
neurdnios TH* na SN.

A) Fotomicrografias mostrando a imunorreatividade para TH na SN nos grupos A)
veiculo, A’) imagem ampliada da figura 14A e B) 6-OHDA (24 ug/ul), B’) imagem
ampliada da figura 14B. C) NUmero de neurbnios TH* em animais que receberam a
injecdo bilateral de veiculo ou 6-OHDA (24 ug/ul) no CPu. * diferente de veiculo.
Abreviacfes: SNC: substancia negra compacta; SNR: substancia negra reticulada; VTA:
area tegmental ventral. Escalas: B = 200 um para A-B e B’= 400 ym para A’-B’.
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Figura 15 - A injecéo bilateral de 6-OHDA no CPu leva a redu¢cdo no nimero de
projecdes da PAG para o RTN que sé&o ativadas por hipercapnia.

A) Representacdo esquematica dos sitios de injecéo do tracador retrégrado FG injetado
no RTN. B) Fotomicrografia do sitio de injecao de FG no RTN. C-H) Fotomicrografias da
PAG de animais que receberam a injecdo de veiculo (C-E) ou 6-OHDA (24 ug/ul) (F-H)
no CPu. C e F) neurdnios marcados com FG, D e G) neur6nios ativados por hipercapnia
(fos*) e E e H) sobreposicao das imagens C-D e F-G, respectivamente. 1) Niumero de
neurdnios FG* e fos® na PAG de animais que receberam a injecao bilateral de veiculo
ou 6-OHDA (24 pg/ul) no CPu. * diferente de veiculo. Abreviacdes: Aq: aqueduto
mesencefélico; py: trato piramidal;, Sp5: trato espinal do trigémio; VII: nacleo motor do
facial. Escalas: A =1 mm, B = 200 um, e H = 200 pm para C-H.
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4.3 Estudo funcional em animais controles ou no modelo da DP

A proxima série de experimentos foi realizada para observarmos se a
inibicdo bilateral dos neurdnios da PAG promoveria alteracdes nas respostas
cardiorrespiratorias basais, induzidas por hipercapnia ou hipoxia em animais

controles semelhantes as observadas em animais com DP.

Nos animais controles, as inje¢cdes de muscimol (agonista GABAérgico)
foram realizadas bilateralmente na PAG (Figuras 16A-B). Foram realizadas 26
injecOes. Destas apenas 6 estiveram localizadas na PAG, sendo que destas, 4
foram localizadas na regido dorsolateral (regido que quando ativada leva a
aumento da frequéncia respiratoria frente a estimulos como luta e fuga) e 2 na
regido ventrolateral (regido com um importante papel na inibicdo da respiracao
frente a estimulos como congelamento e imobilidade) da PAG (Figuras 16A-B)
(SUBRAMANIAN et al 2008; SUBRAMANIAN et al 2013). A Figura 16A ilustra
uma localizacao tipica de injecdes bilaterais de muscimol para o PAG e a figura
16B representa um esquema que mostra a localizagéo de seis inje¢des bilaterais
de muscimol. A dispersdo do microbeads contendo a droga foi de

aproximadamente 250 ym na diregao rostro-caudal do centro da inje¢ao.

Figura 16 - Localizacdo das injec@es bilaterais do agonista GABAérgico muscimol
na PAG

A) Fotomicrografia de um corte transversal do mesencéfalo de um rato mostrando a
presenca das microesferas de latex (beads) no local da injecao na regido da PAG. B)
Representacdo esquematica dos sitios positivos de injecdes bilaterais de muscimol na
PAG. Abreviacdes: Ag: aqueduto mesencefélico. Escalas: A =400 um e B =1 mm.
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4.3.1 Efeitos da inibicdo da PAG ou injecao de 6-OHDA na CPu nas respostas
respiratorias basais e induzidas pela ativacdo do quimiorreflexo central ou

periférico

A injecdo de muscimol na PAG n&o promoveu alteracées na atividade
basal do diafragma (DiaEMG frequéncia: 37,70 + 1,75 vs. veiculo: 41,93 + 2,29
bpm; DiaEMG amplitude: 0,326 + 0,078 vs. veiculo: 0,308 + 0,024 mV, p > 0,05)
e do genioglosso (GGEMG frequéncia: 37,00 £ 2,06 vs. veiculo: 44,20 + 2,71
bpm; GGEMG amplitude: 0,379 £+ 0,076 vs. veiculo: 0,382 + 0,015 mV, p > 0,05)
(Figuras 17A-C e 17E-F). Entretanto, em animais submetidos ao modelo
experimental da DP, que apresentaram uma reducdo de 87% dos neurbnios
dopaminérgicos da SNpc (1474 + 15 neurdnios vs. veiculo: 225 + 27 neurbnios),
observa-se uma reducdo na frequéncia do DiaEMG (33,58 + 2,16 vs. veiculo:
41,93 = 2,29 bpm) e do GGEMG (30,92 + 2,29 vs. veiculo: 44,20 £ 2,71) e na
amplitude do GGEMG (0,228 £+ 0,012 vs. veiculo: 0,382 £+ 0,015 mV, p < 0,05),
sem alterar a amplitude do DiaEMG (Figuras 17A-C e 17E-F).

A ativacdo do quimiorreflexo central por hipercapnia (7% CO2) promoveu
um pequeno aumento na amplitude do abdominal (AbdEMG: 0,303 + 0,051 vs.
veiculo: 0,529 + 0,061 mV, p < 0.05) e do GGEMG (0,778 + 0,148 vs. veiculo:
1,278 + 0,058 mV, p < 0,05) em animais controles que receberam a injecédo de
muscimol na PAG, sem alterar a freqiéncia e amplitude do DiaEMG ea
frequéncia do AbdEMG e GGEMG (Figuras 17A-G). O mesmo estimulo em
animais submetidos ao modelo experimental de DP promoveu um pequeno
aumento na frequéncia do DiaEMG (44,69 + 3,26 vs. veiculo: 61,63 + 2,87 bpm,
p < 0,05) e do GGEMG (44,65 + 2,94 vs. veiculo: 61,24 + 3,28 bpm, p < 0,05) e
na amplitude do GGEMG (0,631 + 0,081 vs. veiculo: 1,278 + 0,058 mV, p < 0,05),
frequéncia do AbdEMG (34,47 + 2,79 vs. veiculo: 53,28 + 1,34 bpm) e amplitude
do AbdEMG (0,266 = 0,036 vs. veiculo: 0,529 + 0,061 mV, p < 0,05) (Figuras
17A-G).
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Decidimos também testar um diferente estimulo respiratorio pela ativacao
dos quimiorreceptores periféricos com a injecdo endovenosa de KCN (40 ug/0,1
ml). Os resultados mostraram que a inibicdo da PAG por muscimol ou pela
inducdo prévia do modelo de DP nao promoveu alteracdes significantes nas
atividades do DiaEMG, GGEMG e AbdEMG produzidas pela injecéo i.v. de KCN
(Figuras 18A-G).
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Figure 17 - Respostas respiratérias basais ou produzidas por hipercapnia em
animais que receberam injecdo de veiculo ou muscimol na PAG ou em animais
submetidos ao modelo da DP

A) Registro de ratos mostrando os efeitos da inje¢é@o bilateral de veiculo ou muscimol
na PAG, ou 6-OHDA no CPu em condi¢Bes basais ou apds a exosicao a hipercapnia,
representando alteragBes na atividade eletromiografica do diafragma (DiaEMG),
genioglosso (GGEMG) e abdominal (AbdEMG). Alteracdes na frequéncia do B) DiaEMG
C) GGEMG e D) AbdEMG e amplitude do E) DiaEMG, F) GGEMG and G) AbdEMG
promovidas pela injecdo de veiculo ou muscimol na PAG, ou 6-OHDA no CPu em
condi¢des basais ou apos hipercapnia. *diferente de veiculo - Basal (p < 0,05) e #
diferente de Veiculo (10% CO,).



64

A Veiculo Muscimol 6-OHDA
KCN K?N KCN
: v | | v v
D‘T‘-_n:.o’ F ‘W = .w_’ +.
au .03

B e }—-—-M—i W
.:m.:]
JAndg . O ] AN |
(mV) UL—L_M L*——.MWJ
5s
B Q= c D
100, TN 100 ~

€ E E

8 § w0 5

g g 60 2

T C ©

g 2 40 2

g & 3

[ o 20- <

0 Veico  Meoomol  6-OMHDA 0
E G
30 & 204 & =

g 25 9 £ 15 o E

3 20 3 © 3

% 1,5 © o 10 0 §

s oL = 0 o g

B o © @ 05 1

3 05 g <

0- Velodo  Musomel  BOMDA T Vsiculn Mmomol | 0-OHDA Velodn  Muscest  OMDA

Figure 18 - Respostas respiratoérias produzidas pela injecdo endovenosa de KCN
em animais que receberam injecdo de veiculo ou muscimol na PAG ou em animais
submetidos ao modelo da DP

A) Registro de ratos mostrando os efeitos da inje¢é@o bilateral de veiculo ou muscimol
na PAG, ou 6-OHDA no CPu apo6s a injecdo iv de KCN, representando alteragdes na
atividade eletromiografica do diafragma (DiaEMG), genioglosso (GGEMG) e abdominal
(AbdEMG). Alteragbes na frequéncia do B) DiaEMG C) GGEMG e D) AbdEMG e
amplitude do E) DiaEMG, F) GGEMG and G) AbdEMG promovidas pela injecdo de
veiculo ou muscimol na PAG, ou 6-OHDA no CPu ap06s a injegdo de KCN. *diferente de
veiculo - Basal (p < 0,05).
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5 DISCUSSAO

Em um primeiro momento nosso objetivo foi investigar a existéncia de uma
via direta entre SN e RTN que pudesse auxiliar no entendimento das alteracdes
respiratérias e na perda neuronal de regides que influenciam a respiracdo no
modelo experimental da DP. Entretanto, os dados obtidos mostraram, por meio
de injecao de tracadores anterdgrado e retrogrado, que nao existe uma via direta,
mas possivelmente a comunicacdo entre essas duas regides faca-se de uma
forma indireta, envolvendo neurdnios da PAG, onde fica claro que os neurbnios
dopaminérgicos da SN se projetam de forma direta para os neurénios da PAG e
estes, por sua vez, se projetam de forma direta para a regido do RTN e que no
modelo da DP induzido pela injecdo de 6-OHDA no CPu, o numero total de
neurdnios da regido da PAG também esta reduzido, assim como as projecdes
de neurdnios da PAG para a regido do RTN que séo ativados por hipercapnia
também estdo reduzidas. Por fim, os nossos dados também possibilitaram a
observacdo de que, apesar de mais brandas do quando comparadas as
alteragOes respiratorias observadas no modelo experimental da DP, a inibi¢cdo
da PAG em animais controles também leva a deficiéncias respiratérias induzidas

por hipercapnia.
5.1 Eferéncias da SNc

Estudos prévios do nosso laboratério mostraram que a injecdo de 6-
OHDA no CPu leva a uma extensa degeneracédo de neurénios dopaminérgicos
da SN, bem como dos neurdnios imunorreativos para o fator de transcricao
Phox2b expressos nos neurdnios do RTN (TUPPY et al., 2015). Assim, 0 n0oSso
principal objetivo era investigar se o motivo para essa reducdo de neurdnios
bulbares era devido a reducdo de projecdes da SN para o RTN. A SN é uma
regido localizada no mesencéfalo que € dividida em duas popula¢des neuronais
denominadas SN reticulada (SNr) composta por neurénios predominantemente
GABAérgicos compondo um grupo de neurbnios do nucleo da base que sao
denominados nucleos de saida (inclui também o globo palido interno) que envia
informacdes inibitérias para o talamo a fim de realizar ajustes do movimento. A

outra populacao de neurdnios da SN é a por¢cao compacta (SNc) que tem como
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caracteristica a presenca de um pigmento preto (neuromelanina), que € um
polimero precursor da DOPA, sendo, portanto, esses neurénios dopaminérgicos
(ALEXANDER et al., 1986). A SNc também compde os nucleos da base sendo
denominada um dos grupo de neurdnios dos nucleos intrinsecos (incluem
também o globo pélido externo e area tegmentar ventral). Por serem neurénios
dopaminérgicos, a liberagdo de dopamina dos neurdnios da SNc ativa receptores
D1 e D2 no estriado. De uma forma bem simples, podemos afirmar que a
ativacdo de receptores D1 ativa a via direta que gera 0 movimento e a
estimulacao de receptores D2 ativa a via indireta que inibe o movimento (JOEL
et al., 1994).

Entretanto, nada se sabe a respeito de projecdes da SNc para regides
bulbares. Os trabalhos da literatura apenas buscaram investigar a presenca de
projecBes da SNc para o estriado (PRENSA; PARENT, 2001) e bulbo olfatério
(HOGLINGERYr et al., 2015); ROSIN e colaboradores em 2006 estudaram as
aferéncias e eferéncias do RTN. Nesse trabalho, fica claro que a injecdo de um
tracador retrogrado na regido do RTN ndo leva a existéncia de corpos celulares
marcados com o tracador na regido da SNc, sendo um indicio de que nao
existem projecbes diretas entre essas 2 regides. Nos nossos resultados,
pudemos confirmar esses dados, pois ndo observamos a presenca de
varicosidades na regido do RTN marcadas com o tracador anterégrado que foi
injetado na SNc; e também ndo observamos a presenca de corpos celulares na
regido da SNc marcados com o tracador retrogrado que foi injetado na regido do
RTN. Com esses dados, fica claro que nao existem projecdes diretas entre essas

duas regides.

Entretanto, ao analisarmos o0s cortes encefalicos do nosso estudo,
observamos uma regido intermedidria entre a SNc e 0 RTN, que apresentava o
tracador retrogrado, ou seja, se projetava para o RTN e o tracador anterogrado,
ou seja, recebia projecdes da SNc. Essa regido era a PAG. Trabalhos anteriores
evidenciaram eferéncias da PAG para a SN por meio da injecdo de tracador
retrogrado na regido da SN (SUCHOW et al, 2013) entretanto ndo havia sido
observado até o momento projecfes da SN para a PAG. Assim decidimos
confirmar a existéncia de projecdes diretas da SNc para a PAG e desta para o
RTN.
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5.2 Aferéncias e eferéncias da PAG

Diversas estruturas encefélicas que organizam comportamento de defesa
e controlam o medo e a ansiedade estao envolvidas com desordens do panico
(DEL-BEN; GRAEFF, 2009). Dentre essas estruturas, podemos citar o cortex
préfrontal, amidala, hipocampo, hipotalamo e a PAG (DEL-BEN; GRAEFF,
2009). A PAG constitui um grupo de células organizado em 4 colunas
longitudinais (dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral) que se localizam
ao redor do aqueduto mesencefalico, e os primeiros estudos sobre esta regiao
demonstraram seu envolvimento na nocicepcédo (CARRIVE, 2000; MAGOUN et
al., 1937). Posteriormente, trabalhos realizados mostraram o papel desta regido
nas reacdes comportamentais frente a estimulos emocionais como panico,
ansiedade, sensacédo de morte eminente que levam a alteragdes sistémicas de
termorregulacédo, cardiovasculares e respiratérias (BANDLER et al., 2000;
BEHBEHANI, 1995; LOPES et al., 2014; NASHOLD et al., 1969; NAKAMURA;
MORRISON, 2007; SUBRAMANIAN et. al., 2008; ZHANG et. al., 2007).

A conexao entre o sistema respiratorio e desordens de panico ja foram
descritas na literatura (GORMAN et. al., 2000; KLEIN, 1993). Alguns pacientes
com desordem de panico exibem resposta ventilatoria a hipercapnia aumentada
comparada a individuos normais (NARDI et. al., 2009). Entretanto, as respostas
cardiorrespiratérias sdo diferentes dependendo da regido da PAG estimulada
(CARRIVE & BANDLER, 1991; CARRIVE, 2000; Zhang e cols., 2007) devido a
diferencas de densidades de receptores e conexdes existentes nas diferentes
subregides da PAG (BANDLER & KEAY, 1996).

A estimulacéo elétrica e quimica da PAG dorsal promove aumento na
frequéncia respiratoria e volume corrente em gatos e ratos (BASSAL & BIANCHI,
1982; HAYWARD et. al., 2003; SUBRAMANIAN; HOLSTEGE, 2009;
SUBRAMANIAN et. al., 2007; ZHANG et. al., 2007). Essa regiao recebe
aferéncias e envia projecdes para diferentes regibes motoras, sensoriais,
autbnomas e limbicas (BANDLER et. al.,, 1991; BEITZ, 1990; CANTERAS;
SWANSON, 1992; SAWCHENKO et. al., 1983; SEWARDS; SEWARDS, 2002),
indicando que a regido dorsal da PAG estad conectada a multiplos circuitos

neurais responsaveis por modulagcbes fisiologicas que sdo necessarias a
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sobrevivéncia. Enquanto a ativacdo da PAG dorsal aumenta a pressao arterial e
a frequéncia cardiaca, associada ao comportamento de luta ou fuga (BANDLER,;
SHIPLEY, 1994; CARRIVE, 2000), a estimulacédo da PAG ventrolateral reduz a
pressdo arterial e a frequéncia cardiaca e resulta em comportamento de
imobilidade (BANDLER; SHIPLEY, 1994; BANDLER et. al.,, 2000; CARRIVE,
2000; MENEZES et. al., 2009), sugerindo papéis opostos da PAG ventrolateral

e dorsolateral nas respostas autbnomas e comportamentais.

Os nossos resultados mostraram que ndo existe distingdo entre o nimero
de neurdnios contados na porcao dorsolateral ou ventrolateral da PAG que se
projetam para a regidao do RTN. Além disso, com 0s nossos resultados, podemos
observar também que a projecdo entre a SN e a PAG envolve
neurotransmissores excitatorios e inibitérios de forma semelhante. A existéncia
de projecdes diretas entre SNc -> PAG e PAG ->RTN foi comprovada por meio

da injecdo tanto de tracadores retrogrado quanto anterdgrado.

A injecdo do tracador anterogrado na SN mostrou a presenca de
varicosidades na regido da PAG composta por neurotransmissores excitatorios
e inibitorios. A injecdo do tracador retrégrado FG na PAG nos revelou marcacao
de corpo celular na SNc e estes neurdnios marcados com FG se sobrepdem aos
neurénios dopaminérgicos da SNc, mostrando que provavelmente 0s neurdnios
catecolaminérgicos da SNc que sao degenerados na DP enviam, em sua grande
maioria, projecdes para a PAG. A injecao de BDA na PAG revelou a presenca
de varicosidades na regido do RTN e a existéncia dessa via direta foi
comprovada pela injecdo de FG no RTN, que evidenciou a presenca de corpos
celulares na PAG marcados com FG. Estes resultados nos dao indicios de que
uma das formas da SN se comunicar com 0 RTN é via PAG. Trabalhos anteriores
da literatura jA descreveram que a dopamina estimula a neurogénese e a sua
auséncia pode impedir a proliferacéo de células precursoras neurais (Freundlieb
et al., 2006; Hoglinger et al., 2004). Portanto, a falta dessa comunicacao pode
explicar o motivo pelo qual se observa alteracdes respiratorias basais e induzidas
por hipercapnia no modelo experimental da DP induzido por 6-OHDA (Tuppy et
al., 2015).



69

5.3 RTN e arespiracao

O RTN constitui um grupo de neurénios localizados no extremo rostral da
coluna respiratéria ventral. Ele foi descrito primeiramente pelo laboratério do Dr.
Feldman e por seus colaboradores (CONNELLY et. al., 1989). Consiste numa
populacdo de neurdnios localizados embaixo da porcdo caudal do nacleo motor
facial e muito proximo da superficie ventral do bulbo (CONELLY et. al., 1989).
Os neurdnios do RTN podem ser, atualmente, identificados histologicamente
devido a combinacdo de marcadores imunoistoquimicos para o gene PHOX2B
e glutamatérgicos (VGLUT2) e a auséncia de marcadores catecolaminérgicos
(TH) e colinérgicos (ChAT) (KANG et. al.,, 2007; STORNETTA et. al., 2006;
TAKAKURA et. al., 2008).

Trabalhos anteriores mostraram gue esses neurénios estdo envolvidos na
regulacdo dos niveis de CO2/H*, influenciando os centros respiratérios na
tentativa de regular a homeostase respiratoria (FELDMAN et. al.,, 2003;
GUYENET & BAYLISS, 2015; NATTIE et. al.,, 2002; SATO et. al.,, 1992;
PUTNAN et. al., 2004; TAKAKURA et. al., 2006; 2008).

Apesar de existirem evidéncias de que esses neurdnios sejam
responsaveis pelo controle do movimento inspiratério (DOBBINS; FELDMAN,
1994), estudos recentes tém sugerido que a regidao do RTN seja responsavel
também pela geracdo da atividade expiratéria (JANCZEWSKI; FELDMAN,
2006a, 2006b; ABDALA et. al., 2009; HUCKSTEPP et al., 2015; SILVA et al.,
2016).

Em estudo prévio do nosso laboratério, observamos uma intensa reducao
do nimero de neurbnios Phox2b do RTN no modelo de DP induzido pela injecédo
de 6-OHDA no estriado. Essa redu¢do no niamero de neurdnios pode estar
associada a deficiéncia respiratéria observada nesses animais e em pacientes
gue tenham a DP (TUPPY et al., 2015). Assim, buscamos esclarecer o motivo
da reducédo de neurdnios nessa regido do RTN. A primeira possibilidade testada
foi objetivo de estudo da presente tese: evidéncias de projecdes entre SN e RTN.
Nos resultados demonstrados no presente estudo, ndo observamos projecdes
diretas entre essas duas regifes. Entretanto, ao analisarmos os dados,

observamos dados que nos possibilitou concluir que a projecéo entre a SN e o
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RTN ocorre de forma indireta, ou seja, via neurénios da PAG, regido também

envolvida na respiracao.
5.4 PAG e o quimiorreflexo

Como descrito anteriormente, individuos que apresentam desordens de
panico possuem respostas ventilatorias a hipercapnia maiores do que individuos
normais (NARDIi et. al., 2009). Estudos tém mostrado a participacdo da PAG
nessas respostas comportamentais relacionadas a panico, pois quando ela &
estimulada, observam-se respostas semelhantes a de desordens do panico
como taquicardia, aumento da presséo arterial e aumento na respiracédo (JENCK
et al., 1995; SCHENBERG et al., 2001; SCHUTZ et al., 1985). A inibicdo da PAG
pela administracdo de &cido iboténico leva a uma reducdo nas respostas
ventilatorias induzida por hipercapnia, mas nao por hipoxia em animais
acordados (LOPES et al, 2012; Lopes et al,2014). Estes dados da literatura nos
mostram um envolvimento da PAG nas respostas respiratorias induzidas pela
ativacao do quimiorreflexo central. Além disso, Rosin e colaboradores e os dados
do presente estudo mostraram evidéncias de projecfes de neurdnios da PAG
ativados por CO2 para a regido do RTN, importante regido envolvida no
quimiorreflexo central. Esses dados sugerem uma participacdo da PAG nas
respostas a hipercapnia geradas em situacdes de panico. Nos nossos dados
eletrofisiol6gicos observamos inibicdo da amplitude de atividade do Genioglosso
e do abdominal frente a estimulos de hipercapnia apés a inibicdo da PAG.
Podemos observar, que essas respostas sdo mais brandas do que as
observadas em em animais acordados apos lesdo da PAG (LOPES et al, 2012).
Entretanto, temos que levar em consideracdo a técnica utilizada, em que os
efeitos dos anestésicos discutidos anteriormente poderiam influenciar nas
respostas, acrescentando a isso o importante papel da PAG no animal acordado
relacionado a respostas comportamentais. Além disso, ndo podemos descartar
o fato da hipercapnia ativar também diretamente os neurdnios do RTN e estes
serem 0S responsaveis pelas respostas respiratorias. Assim, num animal
controle (modelo experimental utilizado nos experimentos eletrofisioldgicos),
durante a hipercapnia, as respostas respiratérias ndo estavam muito alteradas
apos a inibicdo dos neurdnios da PAG porque os neurbnios do RTN estariam

sendo ativados diretamente; porém, ao realizarmos 0s experimentos
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eletrofisiologicos no modelo animal da DP, em que temos reducao do niumero de
neurbnios da PAG e do RTN, foi observada a reducdo das respostas
respiratérias tanto basais quanto induzidas por hipercapnia, o que reforca e
sustenta a hipotese de que a via entre SNc e RTN por meio da PAG seja uma
via importante na quimiorrecepcao central e que a neurodegeneracao desta via
pode participar diretamente da reducao das respostas respiratorias observadas
no modelo animal da DP.

5.5 DP e arespiracao

A AOS esta presente em pacientes portadores da DP. Ela causa repetidas
situagBes de hipoxia, esforco respiratorio e hipercapnia (DEMPSEY et al., 2010).
Dessa forma, ela ativa diversos mecanismos aferentes, incluindo os
quimiorreceptores centrais, como o RTN. Durante uma situacdo de AOS, ocorre
a ativacao dos neuronios do RTN que por sua vez ativam os neurdnios da VRC,
mobilizando a atividade respiratoria. No modelo da DP induzido pela injecao de
6-OHDA no CPu, esta reduzido o numero de neurbnios quimiossensiveis do
RTN. Assim, podemos especular que nessa situacdo, o reflexo de aumento da
respiracao durante a AOS estara provavelmente prejudicado, o que poderia levar

a importantes deficiéncias respiratorias.

Outra possibilidade é o fato de a reducdo no numero de neurénios do RTN
estar associada ao rompimento da barreira hematoencefalica ou da reducao do
namero de células gliais nessa regido. Entretanto, essa hipotese ainda esta em
fase de estudo no nosso laboratério. Estes sdo estudos iniciais e a existéncia de
projecdes da SN para o RTN, mesmo que de forma indireta, também auxilia a
justificar a reduc¢éo no numero de neurdnios do RTN. Nos presentes resultados,
bem como em resultados obtidos anteriormente, pudemos observar que no
modelo de DP induzido pela inje¢cdo de 6-OHDA no CPu existe uma redugao do
namero de neurdnios da SNc, PAG e RTN (presentes resultados e Tuppy et al.,
2015) além da reducéao das projecdes da PAG para o RTN que sao ativadas por

hipercapnia.

E descrito na literatura também a dificuldade de comunicaco oral em



72

pacientes portadores da DP, em que os individuos se apresentam afénicos, com
disartria (ACKERMANN et al, 1991). A comunicacdo oral requer também a
mudanca no padrdo respiratério, estudos comportamentais demonstraram em
primatas ndo humanos que sofreram lesdes experimentais da SN uma
deficiéncia no comportamento de vocalizacdo (KIRZINGER et al, 1985). A PAG
também tem um importante papel relacionado a alteracbes de vocalizacao e
padrdo respiratorio associados a estimulos comportamentais (DUJARDIN et al,
2005, JQRGENS et al, 2002; SUBRAMANIAN et al, 2008; SUBRAMANIAN et al,
2013). No nosso presente estudo, evidenciamos uma via entre SNc e PAG e
vimos ainda que estas regides apresentam-se degeneradas no modelo animal
da DP por 6-OHDA podendo esta via estar relacionada também as altera¢gfes de
comunicacao oral observadas na DP devido a uma deficiéncia ha mudanca de

padrao respiratorio realizada pela PAG frente a estimulos comportamentais.

5.6 Limitacfes técnicas

Os tracadores neuroanatdomicos modernos sao baseados no fluxo axonal,
um mecanismo de transporte fisioldégico inerente em neurénios que foi primeiro
descrito em 1948 por Weiss e Hiscoe (WEISS; HISCOE, 1948). Dependendo da
direcdo do transporte, os tragadores sao divididos em dois principais grupos:
anterogrados e retrogrados. Apos a injecdo no SNC, o tracador retrogrado €
captado pelos terminais axénicos, incorporado em vesiculas de transporte e,
entdo, transportado de volta para o corpo celular do neurdnio. Dessa forma,
como resultado da injecdo de um tracador retrogrado em uma determinada
regido, os corpos celulares dos neurbnios que se projetam para essa regiao se
tornam marcados. Ja os tracadores anterogrados, em contraste, sdo captados
pelo corpo celular ou dendritos, e séo transportados do corpo celular para axénio,
onde eles finalmente podem ser detectados em botdes terminais.

As dextranas aminas sado ferramentas versateis e sensiveis para a
investigagdo anterdgrada e retrograda de conexdes neurais. Devido a sua
tolerancia a diversas substancias fixadoras, elas sao ideais para varios estudos
de fluorescéncia (REINER et. al., 2000). Elas podem ser injetadas

iontoforeticamente ou por pressao e, dependendo do tipo da dextrana amina
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utiizada e o tipo de método de deteccdo, podem ser visualizadas por
microscopia de luz ou de fluorescéncia. A dextrana amina biotinilada (BDA) de
elevado peso molecular, utilizada no presente estudo, € preferencialmente
utilizada para marcacao de axénios e terminais, embora também possa atuar
como um marcador retrégrado (FRITZSCH, 1993).

O Fluorogold foi primeiramente introduzido como um tracador retrégrado
por Schmued e Fallon em 1986. Atualmente, ele é muito utilizado para o estudo
de conexdes neuronais ndo somente devido a sua excelente e estavel
fluorescéncia, mas também devido a simplicidade de sua aplicacdo, seu
exclusivo transporte retrogrado, a falta de captacdo por fibras intactas ou
danificadas que passam pelo sitio de injecdo e o excelente preenchimento do
corpo celular e dos dendritos principais. O fato de o Fluorogold ndo necessitar
de processamento histolégico para visualizacdo, torna essa ferramenta ainda
mais atrativa para o estudo de conexdes retroégradas.

A descoberta de que a perda de neurbnios dopaminérgicos da via
nigroestriatal € a causa para o desenvolvimento da DP (CARLSSON, 1972) levou
a criacado de diversos modelos animais para estudar a perda desses neurdnios
e as suas consequéncias. Existem diversos modelos que utilizam toxinas para o
estudo da DP: 6-OHDA, MPTP, rotenona e paraquat. A popularidade dessas
toxinas reside na sua habilidade de mimetizar a perda de neurbnios
dopaminérgicos da via nigroestriatal, resultando em alguns dos sintomas
motores apresentados pelos pacientes portadores da DP (FEGER et al., 2002;
JENNER, 2008). Entretanto, o uso desses modelos para mimetizar os sintomas
ndo motores da DP é limitado pelo fato de muitos desses sintomas nao serem
dependentes de dopamina. Dentre essas diversas toxinas, optamos por utilizar
a 6-OHDA pela facilidade de manejo, seguranca e por trabalhos anteriores
mostrarem a presenca de alteracfes ndo-motoras nesse modelo (MCDOWELL
& CHESSELET, 2012). As outras trés toxinas sao extremamente téxicas e
atravessam a barreira hematoencefalica. Assim, qualquer contato do
experimentador poderia levar a sérios riscos para sua saude. A 6-OHDA néo
atravessa a barreira hematoencefalica (Blandini et al., 2008) e por isso € mais
segura por apresentar efeitos apenas se administrada diretamente no local

desejado.
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Nos experimentos eletrofisiologicos, as injecdes de farmacos no SNC sao
comumente utilizadas e nos proporcionam, numa abordagem experimental,
investigar os possiveis mediadores, seus mecanismos e como determinadas
areas encefélicas atuam no controle respiratorio. Entretanto, apesar de termos
administrado as microesferas de latex fluorescentes junto com os farmacos e
observarmos um espalhamento das microesferas de aproximadamente 200 pum
a partir do centro da injecéo deste marcador, ndo podemos afirmar com certeza
qgue o farmaco tenha se espalhado da mesma forma, pois sdo substancias que
possuem diferentes solubilidades e peso molecular. Outro fator limitante dos
nossos resultados é a realizagdo dos experimentos utilizando animais
anestesiados. J4 € bem descrito na literatura que anestésicos de uma forma
geral deprimem o SNC e, dessa forma, poderiam afetar diretamente as respostas
induzidas pelo farmaco que estamos utilizando. Entretanto, os anestésicos
utilizados no presente projeto sdo comumente utilizados em experimentos que
avaliam os parametros cardiorrespiratérios e estudos da literatura ja observaram
respostas semelhantes quando compararam animais anestesiados ou livres de
anestesia (DAMASCENO et al., 2014a; c; HAWRYLUK et al., 2012; MULKLEY
et al., 2015; TAKAKURA et al., 2006a; TAKAKURA et al., 2008b TAKAKURA et
al., 2014;). Apesar da regido inibida neste experimento, a PAG, ter um importante
papel nas respostas cardiorrespiratorias observadas em animais acordados
(BANDLER et al, 2001; BANDLER et al., 2000; DAMPNEY et al., 2013), optamos
por realizar os experimentos em animais anestesiados pois esta condicao
experimental propicia uma analise mais detalhada das variaveis respiratorias,

como atividade inspiratéria, expiratéria passiva e expiratéria ativa.
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6.0 CONCLUSAO

O diagnostico da DP é baseado em manifestacdes de deficiéncias
motoras que estdo associadas primariamente a, pelo menos, 70% de perda de
neurbnios dopaminérgicos da porcdo compacta da SN (FEARNLEY; LEES,
1991). Assim, o objetivo da terapia dessa patologia é a correcao desses sintomas
motores com a reposi¢cao da dopamina ausente (RAIPUT, 2001; BRONSTEIN et
al., 2011; FACTOR, 2008). Entretanto, existem diversos sintomas debilitantes
nessa patologia que nao respondem ao tratamento de reposi¢cdo de dopamina,
como os sintomas nao-motores dessa patologia (WOLTERS, 2009). Dentre
esses sintomas, podemos citar deficiéncias cognitivas, disfuncdo autbnoma e
disturbios do sono causados por problemas respiratorios como a AOS
(BASSETTI, 2011; CHAUDHURI et al., 2011). Dessa forma, fica clara a
existéncia de sintomas da DP que ndo respondem ao tratamento com reposi¢cao
de dopamina, sendo de fundamental importancia a procura de disfuncbes e
degeneracbes extranigrais que estejam associadas a nheurodegeneracao
nigroestriatal. O presente estudo associado a resultados prévios do laboratorio
sugerem que a degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos da SNc, induzida
pela injecéo bilateral da toxina 6-OHDA no estriado, leva ao comprometimento
da ventilacdo em condicBGes de repouso e hipercapnia. Esses efeitos podem ter
ocorrido devido a uma alteracdo na citoarquitetura neuronal de regides
envolvidas no controle da atividade respiratéria, como, por exemplo, 0s
neurdnios quimiossensiveis do RTN. Uma das causas para essa alteracdo na
citoarquitetura neuronal pode ser explicada pela existéncia de uma projecao
existente entre a SN e o RTN que envolve a PAG. Concluimos ainda que a via
entre PAG e RTN que é ativada pelo quimiorreflexo central apresenta-se
degenerada no modelo animal induzido pela injecdo de 6-OHDA. Isso sugere
gue o papel desta via nas respostas ventilatorias induzidas por hipercapnia
possa estar prejudicado no modelo da DP, o que justificaria nesses animais uma

menor resposta ventilatoria a hipercapnia.
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A figura 19 representa o esquema que propomos com os dados obtidos
na presente tese. Ele define uma via entre SNc e RTN por meio da PAG. Apos
a inducao do modelo da DP induzido pela injecdo de 6-OHDA no CPu, é possivel
observar a reducédo de neurdnios em todas as regifes envolvidas, contribuindo

para a deficiéncia respiratéria observada neste modelo.
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Figura 19 - Esquema representativo de projecOes entre SN e RTN por meio da
PAG e alteragdes na citoarquitetura neuronal desta via no modelo animal da DP
induzido pelainjecédo de 6-OHDA

O RTN (verde) é um importante grupo neuronal que contém 0s quimiorreceptores
responsaveis por detectar aumento nos niveis de CO;, ou queda de pH, levando a um
aumento nas respostas respiratorias por meio da ativacao de grupos neuronais da VRC
(amarelo). Nosso esquema propde a existéncia de uma via indireta entre SNc (laranja)
e RTN por meio da PAG (azul). Essa via € importante para as alteracfes respiratorias
observadas na DP, visto que o ho modelo experimental utilizado na presente tese (6-
OHDA injetada bilateralmente no CPu), essa via apresenta perda neuronal significativa
em todas as regides envolvidas (setas vermelhas), levando também a reducédo nas
respostas respiratérias basais e promovidas pela ativacdo do quimiorreflexo central
tanto em animais acordados quanto anestesiados.
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