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RESUMO

E descrito que a hipdxia intermitente (HI, periodos de hipdxia seguidos de normoxia),
condicédo presente em algumas situacdes patoldgicas, € capaz de, agudamente, promover
0 aumento sustentado da atividade motora respiratdria, dependente da liberacdo de
serotonina em regides do sistema nervoso central (tronco encefalico e medula espinhal).
Esse efeito foi demonstrado, principalmente, em animais vagotomizados e anestesiados,
0S quais apresentam potencializagdes das atividades motoras inspiratdrias e expiratorias
em resposta a Hl aguda (HIA). Poucos sdo os estudos sobre os efeitos da HIA na atividade
respiratoria em condi¢fes ndo anestesiadas, ainda mais considerando as possiveis
alteracOes na pressdo parcial dos gases sanguineos e na temperatura corporal que podem
acompanhar tais modificagdes respiratdrias. No presente estudo, verificamos que a
ventilacdo pulmonar de ratos Holtzman néo anestesiados (80-150g, n=9) e submetidos 10
ciclos de HIA (6% O2 por 30-40 s, a cada 5 minutos) se mostrou aumentada em
comparagdo aos animais controle (mantidos em normoxia, n=13), devido a um aumento
duradouro no volume corrente (P <0,05), mas ndo na frequéncia respiratdria. O aumento
méaximo na ventilacdo foi observado 30 minutos ap6s o ultimo ciclo de hipdxia. Os ratos
submetidos a HIA também exibiram eventos de aumento do fluxo expiratério durante o
segundo estagio da fase expiratdria, indicando a presenca de expiracao ativa (eventos nao
observados em condi¢fes de normdxia). O aumento compensatério da ventilacdo e a
expiragéo ativa desencadeada pela HIA foram associadas a uma diminui¢do na pressdo
parcial arterial de CO2 (PaCO3, n = 5) e na temperatura corporal (n = 6, P <0,05). O
tratamento prévio com antagonista para 0s receptores do tipo 2 para serotonina (5-HT>),
a ketanserina (1 mg/kg, i.p), foi capaz de prevenir as alteracdes ventilatérias induzidas
pela HIA, o surgimento de expiracdo ativa (n = 11) e a reducdo da PaCO> (n = 5); porém
potencializou a resposta da reducao da temperatura corporal (n =5, P <0,05). Vimos ainda
que a geracao da expiracao ativa ap6s a HIA ndo ocorreu por meio da fosforilacdo de
receptores glutamatérgicos do tipo AMPA (n=3/grupo) no nucleo retotrapezéide — regido
do tronco encefélico relacionada com a geragdo da expiracao ativa — demonstrando assim
ocorrer por meio de outros mecanismos. Nossos achados indicam que a HIA, em
condicdes ndo anestesiadas, promove 0 aumento de longo prazo na ventilagdo pulmonar
de forma associada & modificacdo do padrdo respiratorio (geracdo da expiracao ativa) e
modificacbes na temperatura corporal. Tal modificagdo do padrdo respiratério esta
associada ao recrutamento da sinalizagdo serotoninérgica, enquanto a diminuicdo da
temperatura corporal que néo requer a ativagdo dos receptores 5-HTa.

Palavras chaves: expiracdo ativa, ndo-anestesiado, serotonina, nucleo retrotrapezoide,
facilitacdo de longo prazo.



ABSTRACT

It has been described that intermittent hypoxia (IH, periods of hypoxia followed by
normoxia), as observed in some pathological situations, promotes, acutely, a sustained
increase in respiratory motor activity, dependent on the release of serotonin in areas of
the central nervous system (brainstem and spinal cord). This effect has been demonstrated
mostly in vagotomized and anesthetized animal preparations, which exhibited a
potentiation of inspiratory and expiratory motor activities in response to acute IH (AIH).
Evidence about the effects of AIH on respiratory activity in non-anesthetized conditions
Is scarce, especially considering the possible changes in the partial pressure of blood gases
and body temperature that might follow such respiratory changes. In the present study,
we found that pulmonary ventilation of unanesthetized Holtzman rats (80-150g, n = 9)
submitted to 10 cycles of AIH (6% O for 30-40 s, every 5 minutes) was elevated
compared to control animals (maintained in normoxia, n = 13), due to a long-lasting
increase in tidal volume (P <0.05), but not in respiratory frequency, which peaked 30
minutes after the last hypoxia exposure. AlH-treated rats also exhibited increased
expiratory flow events during the second stage of the expiratory phase, indicating the
presence of active expiratory pattern (events not seen in control animals). The
compensatory increase in ventilation and active expiration elicited by AIH were
associated with reduced arterial partial pressure of CO, (PaCO2, n = 5) and a significant
reduction in body temperature (n = 6, P <0.05). The pre-treatment with the antagonist for
serotonin type 2 receptor (5-HT>), ketanserin (1 mg/kg, i.p.), was able to prevent the
ventilatory changes induced by AlH, the emergence of active expiration (n = 11) and the
reduction in PaCOz (n = 5). On the other hand, ketanserin treatment potentiated the AIH-
mediated response of the reduction in body temperature (n =5, P <0.05). Moreover, we
verified that the generation of active expiration after AIH was not associated with the
phosphorylation of AMPA glutamate receptors (n = 3 / group) in the retotrapezoid
nucleus — a brainstem region related to the generation of active expiration — thus
demonstrating that it might occur through other mechanisms. Our findings indicate that
AlH, in unanesthetized conditions, promotes a long-term increase in pulmonary
ventilation associated with changes in the breathing pattern (generation of active
expiration) and changes in body temperature. Such respiratory modifications are
associated with the recruitment of serotonergic signaling, while a decrease in body
temperature that does not require the activation of 5-HT> receptors.

Keywords: active expiration, non-anesthetized, serotonin, retotrapezoid nucleus, long-
term facilitation.
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1- INTRODUCAO

1.1 - A respiracgao

Em mamiferos, o trato respiratério € composto por uma regido inicial chamada de
zona condutora (nariz, boca, faringe, laringe, traqueia, brénquios e bronquiolos) que além
de condicionar e regular a quantidade de ar que passa por elas, também o aquece e 0
umidifica, gerando protecdo contra particulas dispersas no ar (West, 2013). Esta regido
ndo possui a capacidade de realizar trocas gasosas, sendo assim é denominada espaco
morto anatémico (Guyton e Hall 2006). J& a chamada zona respiratoria (bronquiolos
respiratorios e alvéolos) sdo estruturas que se mantem em intimo contato com o ar
alveolar e os capilares pulmonares, permitindo assim a difusdo de Oz e CO; entre 0 sangue
e as estruturas respiratdrias, sempre respeitando o gradiente de concentracdo (West,
2013). Assim conforme, a necessidade, esta troca pode ser elevada ou reduzida atraves
de dois eventos, o primeiro é o volume de ar movido a cada ciclo respiratorio, ou volume
corrente (tidal volume, VT), e 0 segundo é a frequéncia de eventos respiratdrios, ou
frequéncia respiratdria (fR) (West, 2013). Pelo produto dessas duas varidveis (VT x fR)
é obtido o valor médio do volume de ar inspirado em um intervalo de tempo, denominado

de ventilacdo minuto (Ve).

1.2 - Inspiracao e expiracao

Em situacéo de repouso, a forma (padrao) que respiramos é chamada de respiracdo
eupneica ou eupneia, podendo ser dividida em etapas, as quais sdo controladas
distintamente pelo sistema nervoso central (SNC): inspiracdo e expiracdo, sendo esta
subdividida em pds-inspiracéo e expiracao tardia (Del-Negro et al. 2018; Richter e Smith
2014). Durante a inspiracdo, € observado a contragdo dos musculos inspiratorios
responsaveis pela expansdo da caixa toracica e, consequentemente, dos pulmdes. O
aumento do volume pulmonar durante a inspiragcdo causa a diminuicdo da pressédo
intrapulmonar, permitindo assim, a entrada do ar nos alvéolos pulmonares. Os principais
masculos inspiratorios sdo o diafragma e os intercostais externos. De maneira contraria,
o relaxamento desta musculatura, durante a fase expiratdéria em repouso, causa a

diminuicdo do volume da caixa toracica e dos pulmdes, devido as forgas elasticas de
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recolhimento, o que impulsiona a saida do ar de maneira passiva (Guyton e Hall, 2006).
Durante a expiracéo, especialmente durante a primeira metade do ciclo expiratorio (ou
pos-inspiracdo), também pode ser observada a o aumento da atividade dos musculos
abdutores faringeos e laringeos, os quais, desta maneira, regulam a saida do ar por
aumentar a resisténcia a passagem do ar. Tal efeito de desacelera¢do da saida do ar durante
a expiracgdo é sugerido, em algumas espécies, CoOmo um mecanismo para manter o ar por
mais tempo dentro dos pulmdes, beneficiando as trocas gasosas alveolares e evitando o
colapso das vias aéreas (Dutschmann e Dick 2012). Déficits no controle da musculatura
das vias aéreas superiores € visto em situacfes de apneia obstrutiva do sono (AOS)
(Aboubakr et al, 2001), a qual acarreta em obstrucfes episddicas das vias aéreas
superiores durante o sono, e recorrentes dessaturagdes arteriais (hipoxemia), excesso de
CO:. arterial e efeitos hemodindmicos diversos que incluem alteracfes da presséo arterial
sistémica e no ritmo cardiaco; A fase expiratoria tardia (fase E2) € dada quando ocorre 0
relaxamento total da musculatura respiratoria e a saida do fluxo de ar se mantem constante
(Richter et al, 2014).

Em casos de desafios metabolicos, como visto em situagfes onde ocorrem
aumentos nas pressdes parciais de CO> (hipercapnia) ou quedas na pressédo parcial de O
(hipéxia) no ar ambiente, é visto uma elevacdo na atividade motora inspiratoria,
propiciando a maior entrada de ar nos pulmdes, auxiliada pelo recrutamento da atividade
motora expiratoria, com a contracdo dos musculos intercostais internos e abdominais (Del
Negro et al, 2018). A presenca da atividade expiratoria é sugerida, para algumas espécies,
como humanos e ratos, como um mecanismo para impulsionar a quantidade de ar movida
pelos pulmdes, devido a utilizacdo do volume expiratorio de reserva (Lemes e Zoccal
2014, Jenkin e Milsom, 2014). Desta forma, a geracdo da expiracdo em um processo ativo,
em conjunto com o aumento da atividade inspiratoria, tem como objetivo aumentar, de
forma reflexa, a ventilagdo pulmonar para se contrapor ou minimizar os estimulos iniciais,

e, assim, manter os niveis de O, e CO; arteriais em niveis fisioldgicos.

1.3 - Nucleos centrais responsaveis pelo controle da respiracao

A geracédo da atividade motora respiratoria ocorre pela atividade coordenada de
populacbes neuronais localizados no tronco cerebral, os quais sdo responsaveis por

controlar o ritmo e o padrdo respiratério de maneira autdbnoma, além de integrar
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informacdes sensoriais aferentes (Del Negro et al. 2018; Richter e Smith 2014). Estudos
mostram que o padrdo respiratorio basal se origina em uma regido denominada de coluna
respiratdria ventral (CRV), localizada bilateralmente na superficie ventral do bulbo (Del
Negro et al. 2018). Esta é dividida em 4 grupos distintos, orientadas no sentido rostro-
caudal: 1) complexo Boétzinger (BOtC, interneurdnios expiratorios); ii) complexo pré-
Botzinger (pré-BotC, interneurdnios inspiratérios, células geradoras do ritmo
respiratdrio); iii) grupo respiratério ventral rostral (r'VRG, neur6nios bulbo-espinhais
inspiratorios); e iv) grupo respiratério ventral caudal (CVRG, neurdnios bulbo-espinhais
expiratorios) (Bianchi e Gestreau 2009; Bianchi et al. 1995; Zheng et al. 1991;). Ainda
podemos destacar 0 grupo respiratorio pontino, localizado na superficie dorsal da ponte
e composto pelos nucleos Parabraquial (NPB) e Kolliker-Fuse (KF), o grupo respiratorio
dorsal, localizado na superficie dorsal do bulbo, localizado em conjunto ao nucleo do
trato solitario (NTS), e os nucleos da Rafe bulbar, o grupamento respiratério parafacial
(pFRG) e os neurdnios quimiossensiveis do Locus Coerulleus (LC) e do nucleo
retotrapezdide (RTN) (Richter e Smith 2014; Smith et al. 1991) (Figura 1). Estes nucleos
recebem informagbes sensoriais aferentes, diretas ou indiretas, recrutadas durante
estimulos hipoxicos / hipercapnicos, pressoricos e comportamentais (Del Negro et al.
2018). A CRV também estabelece conexdes bidirecionais com outros nucleos do tronco
encefélico, as quais sdo necessarias para a geracdo do padrdo eupnico. Desta forma, a
integracdo entre os neurdnios inspiratdrios e expiratorios presentes nos ndcleos da ponte
e do bulbo é responsavel por coordenar, de forma ritmica, a atividade necessaria para a

geracgdo do ritmo e padrdo respiratdrio (Abdala et al. 2015; Smith et al. 2007).
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Figura 1. Representacéo
esquematica dos nacleos
respiratorios pontinos e bulbares.
Cortes transversal e coronal (A), e
sagital (B). Nesses painéis, €
mostrado as regibes dorsolateral
pontina, Kaolliker-Fuse (KF) e
nacleo parabraquial (NPB) do
grupo respiratorio pontino (PRG), a
coluna respiratoria ventral (CRV), o
nacleo retotrapezdide (RTN) e
grupo  respiratério  parafacial
(pFRG), os complexos de Botzinger
(B6tC) e pré-Botzinger (pré-BotC),
0s nucleos da Rafe, os grupos
respiratérios  ventrais  rostral
(rVRG) e caudal (cVRG), e regides
dorsomediais (DRG) com o nucleo
do trato solitario (NTS) e sua parte
caudal (cNTS). Adaptado de
i Lindsey et al., 2012.

Ventral

respiratory

column
(VRC)

~1 mml ' Phrenic motor
nucleus
(B8)

1.4 — Controle quimiorreflexo da ventilacao

Em situacOes de hipOxia ou hipercapnia, ocorrem respostas cardiorrespiratorias séo
deflagradas a fim de restaurar as pressdes parciais dos gases sanguineos aos seus valores
fisiologicos. Estes ajustes neurovegetativos sdo realizados pela ativagdo de células sensiveis
as variacdes de CO2/pH (quimiorreceptores centrais, presentes no tronco cerebral) ou O2 do
sangue arterial (identificado por quimiorreceptores periféricos, localizados principalmente
nos corpusculos carotideos e arco adrtico, chamadas as células glomus, séo sensiveis a
alteraces ndo somente a presséo parcial de O arterial, mas também de CO; e pH) (Bavis,
2020). Durante a hipoxia aguda, observa-se respostas de hiperventilagdo associada a ajustes
cardiovasculares (aumento da pressao arterial, bradicardia e aumento do volume de ejecdo
ventricular) que servem para aumentar o0 processo de trocas gasosas (aumento da ventilagdo
alveolar), favorecendo a captacdo de Oz, bem como melhorar a perfuséo tecidual (Malhero-
Lima, et al 2017).

O quimiorreflexo periferico identifica as modificagdes nos niveis de Oz no sangue
arterial, ao ocorrer a estimulacdo desses receptores, em situacdes de quedas da presséo parcial

de O (hipoxemia), promovem respostas de aumento de frequéncia e amplitude da atividade
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respiratoria (Guyenet et al., 2010). Os quimiorreceptores enviam informagdes para 0s
neurdnios do NTS, através dos nervos vago e glossofaringeo (Bailey et al., 2006; Donoghue
et al., 1984). Os neurdnios do NTS que recebem as informacgdes dos quimiorreceptores
periféricos entdo, enviam projecdes para outras areas do SNC relacionadas ao controle da
atividade simpética e da atividade respiratéria, como por exemplo, para o nicleo
parabraquial, Kélliker-Fuse, nucleo retrotrapezoide, nicleo paraventricular do hipotalamo e
a RVLM (Takakura et al., 2006; Haibara et al., 2002; Olivan et al., 2001 Koshiya e Guyenet,
1996; Colombari et al., 1996; Mifflin, 1992). Esta estimulacdo do NTS por meio das
informacdes dos quimiorreceptores periféricos, leva ao recrutamento de neurdnios
relacionados ao controle e geragcdo do padrdo respiratorio (Feldman e Del Negro, 2006;
Powell et al., 1998;). As respostas ventilatorias as variacdes dos gases sanguineos sdo
importantes, pois em condicBes patolégicas como doenca pulmonar obstrutiva crénica,
sindrome de hipoventilacdo congénita, insuficiéncia cardiaca, hipertensdo arterial e apneia
obstrutiva do sono mantém a homeostase dos gases sanguineos (Abdala et al. 2012; Schultz
e Li 2007).

Uma das modificacbes ocorridas na ventilagio em situacfes de hipdxia e
hipercapnia é a expiracéo ativa, caracterizada pelo aparecimento de uma atividade motora
abdominal durante a fase E2 ou fase expiratoria tardia (E-tardia) (Lemes et al. 2016a;
Iscoe, 2006). O grupamento parafacial (pFRG) apresenta neurdnios que sdo tonicamente
inibidos em situacGes de normoxia ou normocapnia, porém ao se identificar uma variagdo
na pressdo parcial de CO2 0 RTN desempenha um papel excitatério sob pFRG, assim é
proposto que o padrdo de expiracdo ativa teria sua origem na regido rostral a CRV,
especificamente no RTN (Feldman et al. 2013). Como mencionado, 0s quimiorreceptores
respiratorios centrais (neurdnios e glia), presentes no tronco cerebral, induzem alterac6es
no padrao respiratdrio frente mudancas no COz inspirado (hipercapnia) e acidose (Gourine
et al., 2010). Neurdnios do RTN expressam o fator de transcri¢do chamado Phox2b além
de marcadores glutamorficos (transportador de glutamato vesicular 2) e NK1R (Pisanski
e Pagliardini, 2019; Stornetta et al, 2006). Estes neurdnios identificam variagcdes CO2/H*
plasmatico (Guyenet et al. 2010), sendo sugerido que a presenca canais para K* sensiveis
ao pH e receptores acoplados a proteina G e sensiveis a prétons (GPR4) como possiveis
mecanismos idnicos responsaveis pela quimiossensibilidade intrinseca (Mulkey et al,
2004; Kumar et al., 2015). Desta forma, os neurénios quimiossensitivos do RTN sdo
tonicamente ativos que expressam Phox2b podem fornecer inputs excitatorios (via

sinapses glutamatérgicas) para os neurénios do grupamento parafacial (pFRG) que age
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como oscilador expiratorio condicional sendo ativado por durante hipercapnia ou hipdxia, e assim
conectando-se com neur6nios pré-motores expiratorios da cVRG, elevando a atividade
motora abdominal , a atividade abdominal na fase E-tardia (Pisanski e Pagliardini, 2019;
Zoccal et al., 2018). Assim os sinais dos quimiorreceptores centrais também podem modular
direta ou indiretamente a atividade de véarias areas medulares, incluindo o pFRG, que afetam
a atividade nervosa simpatica e a respiracdo (Malhero-Lima, et al 2017). Desta forma, a
integracdo das respostas periféricas com acdo de ndcleos centrais pode levar ativacbes na

ventilagdo.

1.5 - Facilitacao de longo prazo na respiracao e serotonina

A rede respiratoria apresenta a alta capacidade de desenvolver plasticidades
durante o decorrer da vida, ou frente a desafios ambientais (Del negro et al, 2018). Tais
plasticidades parecem ser responsaveis por ajudar a atividade respiratéria de acordo com
as demandas necessérias, ou, em caso de estimulos crbnicos, preparar o sistema
respiratorio para novos insultos/desafios, prevenindo grandes perturbacdes nos niveis dos
gases sanguineos, pH e metabolismo (Powell et al, 1998). A plasticidade pode ser
benéfica na adaptacdo do controle motor respiratorio frente a perturbacGes endégenas ou
exogenas, mais duradouras ou frequentes (Mitchell e Johnson, 2003).

Uma das alteracdes plasticas comumente observada no sistema respiratorio frente
a estimulos crénicos é a facilitacdo de longo prazo (long-term facilitation, LTF) da
atividade motora para os musculos respiratorios, a qual contribui para o surgimento de
uma resposta compensatédria de aumento prolongado da atividade motora respiratoria
(Baker e Mitchell, 2000). Dentre os estimulos que deflagram o LTF respiratério esta a
hipoxia intermitente aguda (HIA - episodios de hipoxia alternados com episodios de
normoxia - Bach e Mitchell, 1996).

Estudos mostram que a HIA é capaz de induzir o LTF em varios ramos motores
respiratorios, incluindo aumentos na atividade motora inspiratoria (nervos hipoglosso e
frénico) (Ling 2008; Ling et al. 2001; Fuller et al, 2001), acompanhados de aumento na
atividade motora abdominal (Lemes et al., 2016). E observado o aumento da ventilagio
pulmonar (Powell et al., 1998), bem como ajustes no metabolismo, incluindo uma
reducdo da temperatura corporal (Mortola, 2016), consumo de oxigénio (Mortola e
Matsuoka, 1993) e demanda ATP (Hochachka et al., 1996). Tais modificacdes sao
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sugeridas como mecanismos para promover aumentos na ventilagdo pulmonar (McGuire
et al. 2003), elevacdo na frequéncia respiratéria, além de um mecanismo para promover
a estabilizacdo das vias aéreas superiores, mantendo sua conducdo de ar constante
(Mahamed e Mitchell, 2007). No LTF ventilatério € visto aumento da atividade motora
inspiratoria, principalmente dos nervos frénico, hipoglosso, (Baker-Herman e Strey,
2011; Mitchell et al., 2001), os quais s&o sugeridos contribuir para 0 aumento do volume
corrente. Tais estudos s&o realizados em animais anestesiados ou descerebrados,
vagotomizados, com controle de temperatura e pressao parcial dos gases sanguineos
estavel. Nestas condicdes, foi demonstrado que a HIA promove um aumento persistente
na atividade de nervos motores respiratorios, incluindo atividade motora para masculos
inspiratérios — nervo frénico e intercostais externos (Fregosi e Mitchell, 1994); para
musculos expiratérios - nervo abdominal (Lemes et al., 2016) e para as vias aéreas
superiores — nervos glossofaringeo e hipoglosso (Cao e Ling, 2010; Bach e Mitchell,
1996). Consequentemente, foi reportado um aumento na atividade eletromiogréfica dos
musculos genioglosso (McKay et al, 2004), diafragma (Navarrete-Opazoand Mitchell,
2014; Bach e Mitchell, 1996) e abdominal (Lemes et al, 2016a). Este aumento motor
progressivo observado em animais anestesiados persistiu por, pelo menos, 60 min apos a

exposicao a HIA.

As modificacOes ventilatorias induzidas pela HIA se mostram bloqueadas quando
administrado antagonista de receptor de serotonina (5-hydroxytryptamine ou 5-HT),
principalmente em neurdnios pré-motores e respiratorios do tronco cerebral e medula
espinhal (Fuller et al., 2000). A serotonina € um importante neurotransmissor produzido
a partir do L-triptofano, podendo ser encontrada em altas concentracfes nas células
enterocromafins distribuidas pelo trato gastrintestinal, nas plaquetas e em regides
especificas do SNC. A nivel central, a 5-HT estd envolvida com o controle de vérias
funcdes, incluindo sono, cognicdo, percep¢do sensorial, atividade motora, regulacdo da
temperatura, nocepgéo, apetite, comportamento sexual e secre¢do hormonal (Sanders-
Bush e Mayer, 2005). H& evidéncias demonstrando que disfun¢bes da sinalizacdo
serotoninergica estdo relacionadas ao desenvolvimento de patologias como ansiedade,
depressdo, enxaqueca, transtornos obsessivo-compulsivos, transtornos do panico,
esquizofrenia e doencga de Alzheimer, bem como com distdrbios respiratdrios (Narita et
al, 2001; Olson, 1987). Os receptores para 5-HT sé&o um dos mais abundantes no SNC,;

assim, as multiplas funcbes excitatorias ou inibitorias desempenhadas por esse
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transmissor dependem da interagdo com varios seus subtipos de receptores (Sanders-Bush
e Mayer, 2005). Os corpos celulares dos neurdnios serotoninérgicos localizam-se,
majoritariamente, nos ndcleos da rafe pontinha e bulbar, enviando projecdes para o tronco
encefalico e ponte, rostralmente para partes do cortex, hipocampo, ndcleos da base,

sistema limbico e hipotalamo (Sanders-Bush e Mayer, 2005).

A 5-HT pode se ligar a 7 diferentes tipos de receptores (5-HT1 a 5-HT?7), os quais
podem ser compostos por diferentes subunidades, totalizando 14 subtipos tipos diferentes
de receptores que se apresentam em padrdes distintos de estruturas (Richter et al, 2003).
Sao receptores acoplados a proteina G, com excecao do tipo 5-HTs que é um canal idnico
controlado por ligante (Barnes e Sharp, 1999). Os efeitos fisioldgicos da ativacdo dos
receptores serotoninérgicos estdo associados a respostas neuromoduladoras a estimulos
externos, no comportamento, assim bem como na modulacdo da liberacdo de
neurotransmissores (Barnes e Sharp, 1999). Os receptores 5-HT> sdo encontrados em sua
maioria nas areas corticais, nucleo caudado, nucleus accumbens, tubérculo olfatorio e
hipocampo, bem como nos tecidos periféricos como 0s gastrointestinais e vasos
sanguineos (Barnes e Sharp, 1999), podendo promover mudancas a longo prazo e
mudancas estruturais nas células nervosas (Palacios et al, 1976). Seus efeitos sob a
musculatura lisa sdo excitatérios, tendo surgido cerca de 700 a 800 milhGes de anos em
eucariotos unicelulares, como os paramécios (Barnes e Sharp, 1999). Mitchell e
colaboradores (2001) usando ketanserina, antagonista com uma afinidade 30 a 100 vezes
maior para receptores 5-HT,a em comparacdo aos outros tipos de receptores
serotoninérgicos, sugerem que o desenvolvimento do LTF inspiratério esta associado a
ativacdo dos receptores 5-HT2. A utilizagcdo de SR 46349B (antagonista seletivo para
receptores 5-HT>) reduz drasticamente a atividade ténica do nervo hipoglosso frente a um
estimulo induzido por 5-HT, mostrando o envolvimento deste tipo de receptor na
atividade de vias aéreas superiores (Monteau et al, 1994).

HIA acarreta LTF frénico (Mitchell e Johnson, 2003), gerando um aumento
gradativo e permanente na saida motor frénica (Mitchell et al. 2001). Pode-se creditar o
LTF frénico como dependente da 5-HT, pois o pré-tratamento sisttmico com antagonistas
dos receptores serotoninérgicos bloqueia o seu surgimento (Bach e Mitchell, 1996).
Similarmente, a administracdo de microinje¢des de 5-HT no nucleo motor do frénico
promove 0 aumento da atividade do nervo frénico persistente e dependente da ativagdo

de receptores 5-HT (Liu et al, 2011). E visto que em preparagdes in situ, a HIA induziu
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um aumento persistente na atividade do nervo glossofaringeo (tanto em sua tonicidade
como em sua fase), e que na presenca do antagonista de receptores 5-HT> 0s aumentos
fasico e tbnico ndo puderam mais ser induzidos pela mesma HIA, enquanto a resposta
glossofaringea a hipoxia aguda néo foi significativamente alterada. Este receptor também
é envolvido no aumento da atividade prolongada do nervo hipoglosso (Fuller et al., 2001)
e glossofaringeo (Cao e Ling, 2010), elevando tonus das vias aéreas superiores. A
literatura ainda carece de mais trabalhos evidenciando a manifestacdo do LTF ventilatério
em animais ndo anestesiados, nos quais 0s mecanismos reflexos estdo presentes e
integrados, e ndo ha o efeito depressor da anestesia; porém ja é visto que episodios de
HIA em animais ndo anestesiados pode mimetizar de maneira aguda, respostas vistas em
portadores de apneia obstrutiva do sono (Peng e Prabhakar, 2003). Em adi¢do as
observacBes em condicgdes livre de anestesia, e considerando que a HIA promove a
facilitacdo das atividades motoras inspiratdria e expiratoria, € importante verificar se a
HIA é capaz de modificar o padrdo respiratério, como por exemplo, promovendo a
geracdo do padrdo de expiragdo ativa. Até o presente momento, ndo h& estudos na
literatura reportando o padrao respiratorio em animais ndo anestesiados apds a exposicao
a HIA.

Em adicdo aos mecanismos serotoninérgicos, ha evidéncias sobre a participacdo
da neurotransmissdo glutamatérgica na inducdo do LTF respiratorio. McGuire e
colaboradores (2005) mostraram, em animais anestesiados, que microinjecdo de
antagonistas dos receptores ionotrdépicos glutamatérgicos na regido do nucleo motor do
frénico foi capaz de abolir o LTF frénico, sugerindo que o aumento da atividade do nervo
frénico apos a HIA esteja associada a um aumento da “forga sinaptica” glutamatérgica
entre 0s neurdnios pré-motores bulbares e 0s neurdnios motores inspiratorios da medula
espinhal. Os receptores ionotropicos para o glutamato do tipo AMPA (subunidade GIuR1
a GIuR7) e NMDA (subunidades GIuN1 a GIuN3) desempenham papel importante na
plasticidade a curto e longo prazo, medeiam uma excitagdo rdpida na transmissdo
sinaptica frente a estimulos ambientais, podendo ter a potencializacdo de seu
funcionamento influenciado pela acdo de neurotransmissores (Traynelis et al, 2010).
Estudos realizados com neur6nios inspiratorios do pre-BotC demonstraram que a
aplicacdo episddica do agonista para os receptores 5-HT, foi capaz de potencializar a
amplitude das correntes ibnicas poés-sindpticas glutamatérgicas evidenciando uma

interacdo entre 0s mecanismos serotoninérgico e glutamatérgico. E sugerido que a
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ativacdo serotoninérgica é capaz de promover a fosforilagio de receptores
glutamatérgicos (Powell et al, 1998) — um mecanismo que pode aumentar a condutancia
ibnica dos receptores glutamatérgicos. A fosforilagdo tem demonstrado elevar a exocitose
de receptores i6nicos e sua localizacdo sinaptica, em alguns casos parece aumentar a

condutancia iénica pelo canal (Malenka et al, 1999).

Lemes (2016) utilizando preparagdes in situ e animais anestesiados, verificou o
aumento na atividade motora expiratoria por pelo menos 60 min apdés HIA. Este aumento
expiratorio foi dependente do recrutamento dos mecanismos serotoninergicos no RTN, pois
microinjecdes repetidas bilaterais nesta regido promoveu o0 aumento sustentado da
atividade motora expiratoria em condi¢fes de normocapnia, fato ndo observado em
injecBes Unicas ou quando na presenca de antagonistas para os receptores 5-HT2. A
inducdo por ativacao intermitente dos receptores serotoninérgicos no RTN em condi¢cbes
anestesiadas também aumentou a respostas ventilatorias a hipercapnia (Lemes et al.,
2016). Ademais, nesse mesmo estudo, foi demonstrado que o LTF expiratério induzido
pela ativacdo dos receptores 5-HT> no RTN foi eliminado apds a administracdo do
antagonista dos receptores glutamatérgicos nessa regido (Lemes, 2016). Tais observacdes
sugerem que a plasticidade expiratéria no RTN depende de um padrdo de ativacdo
repetida/intermitente dos mecanismos serotoninérgicos e de uma interacdo com 0s

mecanismos glutamatérgicos.

Assim, o LTF ventilatério tem sido amplamente discutido na literatura, porém sédo
poucos que discutem seu surgimento em condi¢Ges ndo anestesiadas, bem como o0s
mecanismos centrais para a geracdo e manutencdo desta plasticidade. Frente ao
apresentado, o presente trabalho buscou investigar, pela primeira vez, as alteracdes
ventilatérias e no padrdo respiratério induzidas pela HIA, em associacdo com as
alteracbes na pressdo parcial dos gases sanguineos e na temperatura corporal que
acompanham tais modifica¢des; e qual a contribuicdo dos mecanismos serotoninérgicos.
Ademais, considerando a interagdo entre os mecanismos para 5-HT e glutamato, bem
como papel do RTN no LTF expiratério, buscamos também verificar se HIA € capaz de

promover a fosforilacdo dos receptores glutamatérgicos na regido do RTN.
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2 - Objetivos

2.1 - Objetivo geral

Avaliar, em animais ndo anestesiados, a ventilacdo pulmonar, a pressao parcial

dos gases sanguineos e temperatura corporal, e a contribuicdo dos mecanismos

serotoninérgicos em ratos submetidos a HIA

2.3 - Objetivos especificos

Avaliar as modificagBes no padréo respiratério associadas ao desenvolvimento do
aumento compensatdrio da ventilacdo induzidas pela HIA, especialmente a

geracdo da expiracao ativa, em animais nao anestesiados;

Observar se as alteracBes ventilatorias induzidas pela exposicdo a HIA, em
animais ndo anestesiados, sdo acompanhadas por modificagdes na presséo parcial

dos gases sanguineos e na temperatura corporal;

Avaliar a participacdo dos receptores 5-HT, nas alteracbes ventilatorias, na
pressdo parcial dos gases e na temperatura corporal induzidas pela HIA em

animais nao anestesiados;

Verificar se a expressdo do LTF expiratorio ap0os a exposi¢do a HIA em animais
ndo anestesiados esta associada a fosforilagdo dos receptores glutamatergicos, do
tipo AMPA, em células da regido do RTN.
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3 - Material e métodos

3.1 - Animais

No presente estudo, utilizamos ratos Holtzman, pesando 100-150 g, os quais
foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP, e
mantidos em estantes ventiladas (Alesco, SP), sob condi¢bes de temperatura controlada
(23 £1°C), umidade (50 + 10%) e ciclo claro-escuro (12 h, luzes acesas as 07:00). Todos
o0s procedimentos experimentais obedeceram ao Guia de Cuidado e Uso de Animais de
Laboratorio, publicado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Odontologia de Araraquara, Universidade Estadual de S&o Paulo (protocolo
10/2018).

3.2 - Avaliacao da temperatura corporal

Cinco dias antes dos experimentos, os animais foram anestesiados com Isoflurano
(Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda.) (5% para inducédo e 1-2% para manutencdo durante a
cirurgia, em 100% de Oz), e uma pequena incisdo (1-1,5 cm) foi feita no abdémen para o
implante de probes (SubCue Datalogger Standard, Alberta, Canadd) na cavidade
abdominal do animal, para 0 monitoramento continuo de temperatura corporal. Apds
implante e sutura da incisdo, os animais receberam injecdes de pentabidtico veterinario
(penicilina-estreptomicina, 50.000 U, 1mg/kg, intramuscular) e anti-inflamatério
cetoprofeno (1mg/kg, subcuténeo), e foram monitorados até recuperar consciéncia. Os
probes de temperatura foram programados para registrar continuamente a temperatura
corporal dos animais a cada 1 minuto durante o protocolo experimental. Ao final dos
experimentos, os animais foram sacrificados com overdose de anestésico (pentobarbital
sodico70 mg/kg, i.p.), os probes foram removidos da cavidade abdominal e os dados
foram transferidos para um computador usando o software apropriado para analise (The
SubCue Analyzer, Alberta, Canada).
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3.3 - Avaliacéo dos parametros ventilatorios

A ventilagdo pulmonar foi avaliada sob condigdes livres de anestesia por
pletismografia de corpo inteiro, conforme descrito anteriormente (Flor et al., 2018;
Bittencourt-Silva et al., 2019). No dia dos experimentos, os animais foram mantidos
individualmente em uma camara de acrilico (4L), que foi continuamente ventilada com
ar ambiente umidificado (entregue a um fluxo de 1,5 L / min) e conectada a um transdutor
de pressdo altamente sensivel (espirdmetro, ADInstruments, Bella Vista, Austréalia).
Utilizamos a configuracdo em modo aberto, onde modificacdes de pressdo dentro da
camara geradas durante a inspiracdo e a expiracdo foram detectadas, separadamente,
como oscilagOes positivas e negativas (no presente estudo, determinamos a inspiragdo
como oscilagbes negativas), permitindo uma estimativa indireta dos fluxos inspiratorios
e expiratorios (box flow). As flutuacdes de pressdo relacionadas a respiracdo foram
amplificadas e, subsequentemente, adquiridas usando o software apropriado (Labchart 7,
ADInstruments) a uma taxa de amostragem de 1 kHz. A temperatura da camara, a
umidade relativa e a pressdo atmosférica foram monitoradas continuamente durante as
experiéncias. Antes do inicio dos experimentos, foi permitido um periodo de 30 a 60
minutos para a aclimatacdo do animal na cAmara de registro. A ventilacdo basal foi entdo
registrada sob condi¢des de normdxia e normocapnia, por aproximadamente 30 minutos
antes do inicio dos protocolos experimentais (HIA ou controle). Os seguintes parametros
ventilatorios foram analisados: i) frequéncia respiratéria (fR; ciclos por minuto), derivada
do intervalo de tempo entre picos consecutivos de fluxo inspiratorio; ii) volume corrente
(VT, mL.kg-1), sendo este estimado a partir da area sob a curva do fluxo inspiratorio,
considerando como referéncia um volume de ar calibrado injetado a partir de uma seringa
de 1 mL, bem como a equacao de Drorbaugh e Fenn (1955) (para ajustes relacionados as
variacfes de umidade da camara, temperatura e pressdo baromeétrica); iii) ventilacdo
minuto (Ve, ml.kg™t.min, calculada a partir do produto fR x VT); iv) tempos inspiratorio
(Ti, ms) e expiratdrio (Te, ms); e v) picos de fluxo inspiratdrio (PIF, ml.s™) e expiratorio
(PEF, ml.st). Para as analises da presenca do padrdo de expiragdo ativa, avaliamos a
presenca de eventos de aumentos no fluxo durante o segundo estagio de expiragdo, com
amplitude igual ou superior a 50% do pico de fluxo observado durante o primeiro estagio
de expiracdo (pés-inspiracdo). As analises foram realizadas durante periodos de

respiragdo em repouso.
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Figura 2. Representacdo esquematica, obtida a partir de um registro da ventilacdo
utilizando o sistema aberto: animal representativo do grupo controle (painel A) e grupo
HIA (painel B), ilustrando os parametros respiratorios analisados. A explanacdo dos
parametros encontra-se no texto. Abreviaturas: volume corrente (VT), fR (frequéncia), Ti
(tempo inspiratorio), Te (tempo expiratério), PIF (pico de fluxo inspiratério), PEF (pico

de fluxo expiratorio) e EA (expiragao ativa).

3.4 - Avaliacéo da presséao parcial dos gases sanguineos

Vinte e quatro horas antes das experiéncias, grupos separados de animais foram
anestesiados com cetamina (80 mg/kg) combinada com xilazina (7 mg/kg, i.p.) e um tubo

de polietileno (PE-10 conectado a um PE-50) foi inserido na aorta abdominal, através da
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artéria femoral. Apos o implante, o cateter arterial foi conduzido, subcutaneamente, para
a regido dorso-lombar do animal, sendo entdo exteriorizado e fixado. Apds a cirurgia, 0s
animais receberam o pentabiotico veterinario (penicilina-estreptomicina, 50.000 1U,
1mg/kg, i.m.) e o cetoprofeno anti-inflamatério (1mg/kg de peso corporal, subcutaneo).
No dia dos experimentos, amostras de sangue (0,1-0,2 mL / cada) foram coletadas através
da cénula arterial, antes e apds os protocolos experimentais, para a mensuragao da pressao
parcial de Oz (Pa0O.) e CO2 (PaCO) no sangue arterial, concentracdo plasmaética de
bicarbonato o &nion (HCO3) e o pH arterial, utilizando um analisador de sangue portatil
(dispositivo I-STAT com cartucho EG7 +; Abbott, Nova Jersey, EUA).

3.5 - Hipdxia intermitente aguda (HIA)

Para inducdo de HIA em ratos ndo anestesiados, 0s animais, mantidos na camara
pletismogréafica, foram submetidos a 10 episodios de hipoxia (6-7% de O balanceado em
N2, por 45s) intercalados por 5 minutos de ar ambiente (normoxia, 21% O), conforme
descrito anteriormente (Rafacho et al., 2013; Lemes et al., 2016). As injeces de gas
foram realizadas no nivel superior da cdmara para evitar jatos de gas diretamente sob 0s
animais, o que poderia gerar estresse adicional. Os animais controles foram mantidos em
condicdes de normodxia pelo mesmo periodo de tempo. Cinco minutos antes do inicio dos
protocolos HIA ou normdxia (ap0s os registros da ventilagdo basal), grupos separados de
animais receberam injecfes sistémicas (i.p.) ou de veiculo (solucdo salina) ou de
ketanserina (antagonista do receptor 5-HT,, 1 mg.kg™, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA).
As medidas de ventilacdo foram realizadas antes e apds os protocolos de HIA ou
normoxia. Em alguns animais do grupo HIA que receberam veiculo ou ketanserina, a
ventilacdo foi também avaliada durante o Gltimo episddio de hipoxia, para a avaliacdo da

resposta ventilatéria reflexa.

3.6 — Avaliacdo da fosforilacdo dos receptores AMPA em
amostras da superficie ventral do bulbo

Grupos separados de animais, os quais foram submetidos a HIA, mas a ventilagéo
pulmonar ndo foi avaliada, foram utilizados para a avaliagdo da fosforilacdo dos
receptores AMPA em amostras da superficie ventral do bulbo contendo o RTN. Para

tanto, trinta minutos apds a exposicdo a HIA ou normodxia, com ou sem a presenca de
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ketanserina, os animais foram anestesiados com Isoflurano (Cristalia Prod. Quim. Farm.
Ltda.), sacrificados por decapitacdo, para a retirada e imediato congelamento do encéfalo
por meio da imersdo em metilbutano mantido em gelo seco. Posteriormente, com o auxilio
de uma lupa cirdrgica (DFVasconcelos, RJ, Brasil), e considerando referéncias
anatdmicas (artéria basilar, raizes do nervo hipoglosso e corpo trapezoide), uma
microdisseccdo foi realizada para a obtencdo de fatias coronais (500 um — Lima et al,
2019) do tronco encefalico, proximo ao nivel polo caudal do nucleo facial e porcéo rostral
da CRV. Utilizando uma agulha apropriada de 0,5 mm de diametro (WPI, Massachusetts
- EUA), amostras da regido ventral, contendo os neurdnios do RTN, foram coletadas.
Apos a coleta, as amostras foram homogeneizadas (Polytron Omni THO01, Kennesaw,
GA) em tampéo gelado contendo 50 mM de Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM de NaCl, 1 mM
de EDTA, 1% de Triton X-100, 24,1 mM de deoxicolato de sodio, 0,01% de SDS, 10
mM de pirofosfato de sddio, 100 mM de fluoreto de sddio, 10,3 mM de ortovanadato de
sodio, 1,5 UM de aprotinina, 1 mM de fluoreto de fenilmetanossulfonil (PMSF) e 2,1 pM
de leupeptina. Os homogenatos foram centrifugados a 11.900 g a 4°C durante 30 minutos,
e 0s sobrenadantes foram coletados para eletroforese e determinacdo da concentracdo de
proteina, pelo método de absorbancia (Lowry et al., 1951). Devido as pequenas
dimensdes das amostras obtidas, foi necessério a realizacdo de um pool de 5 animais por
amostra, de forma a obter a quantidade de proteina necessaria para a realizacdo dos
experimentos. Apds, o tampdo de amostra (62,5 mM de Tris-HCI, pH 6,8, 10% de
glicerol, 2% de SDS, 33,3 mM de DTT e 0,01% de azul de bromofenol) foi adicionado
aos sobrenadantes. Apds homogeneizacdo, 30 g de proteina/amostra foram submetidas
a eletroforese (SDS-PAGE) em gel de acrilamida/bisacrilamida (30 minutos em gel de
10% a 60V e 1:30 horas em gel de 12 % a 120V, em temperatura ambiente). Em seguida,
as proteinas foram eletrotransferidas do gel para membranas de nitrocelulose (tempo de
transferéncia de 3 horas, 0,35 mA a 4°C). As membranas foram entéo incubadas overnight
a 4°C com anticorpos primarios: anti-glutamate receptor (GluR1), produzido em coelho
(1:500, #AB1504, Millipore, EUA), anti-phospho glutamate receptor 1 (Thr840)
(GIuR1-P), produzido em coelho (1:500, AB2292, Millipore, EUA) ou anti a-tubulina,
produzido em camundongo (1:2000, T6199, Sigma-aldrich, EUA). A ligacdo dos
anticorpos primarios foi detectada por anticorpos secundarios conjugados a peroxidase:
anti-rabbit (1:20000, #AB1501 Millipore, EUA) ou anti-mouse (1:2000, #T6199, Cell
Signaling, Sigma-aldrich, EUA), visualizada com substrato quimioluminescente (Thermo

Fisher Scientific). As reagdes quimioluminescentes foram capturadas pelo C-Digit Blot
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Scanner (LI-COR, Lincoln, NE) e as intensidades das bandas foram quantificadas
utilizando Image J (NIH, EUA; disponivel em https://imagej.nih.gov), avaliando a
intensidade média de cinza, expresso pelos pixels representativos das bandas analisadas.
Os valores de GIuR1 e GIuR1-P obtidos foram normalizados pelos valores de proteina

constitutiva a-tubulina.

3.7 - Analise de dados

Os paradmetros respiratorios foram determinados durante o periodo basal (antes
dos protocolos experimentais), durante o 10° episddio de hipdxia (para alguns animais) e
10, 30 e 60 minutos apds os protocolos HIA ou normoxia. Os valores foram quantificados
como a média de 1-2 minutos em cada periodo, exceto a resposta a hipdxia que foi
determinada como a variagdo maxima. A temperatura corporal € 0s gases sanguineos
foram determinados antes e 10, 30 e 60 minutos apds os protocolos experimentais.

Os resultados sdo expressos como média e erro padrdo da média. A distribuicdo
dos dados foi inicialmente verificada pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. Os efeitos
dos tratamentos com HIA ketanserina na ventilagdo, temperatura corporal e gases
sanguineos foram analisados e comparados com ANOVA de duas vias para medidas
repetidas, seguidas pelo poés-teste de Tukey. Diferencas quando consideradas
estatisticamente significantes quando P <0,05. Analises estatisticas e operacdes graficas

foram realizadas no software Prism (versdo 8.2.1, GraphPad, La Jolla, EUA).
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4 - Resultados

4.1 - HIA evoca expiracdo ativa dependente de 5-HT em
animais nao anestesiados

A exposigdo a HIA causou um aumento duradouro na ventilagdo pulmonar de
ratos ndo anestesiados (Figuras 3 e 4). No grupo controle tratado com veiculo (n = 13),
0s parametros ventilatorios ndo mudaram durante o curso do protocolo experimental
(Figuras 3, 5A-H). Nos animais expostos a HIA (n = 9), observamos uma elevacao
sustentada na ventilacdo por minuto, que atingiu o pico de 10 a 30 minutos apds o Gltimo
episodio de hipdxia (Figura 5A). Essa resposta foi principalmente dependente de um
aumento no volume corrente (Figura 5B). Ndo foram observadas alteracdes na frequéncia
a respiratoria (Figura 5C) e nos tempos de inspiracdo e expiracdo (Figuras 5D e). A HIA
ndo causou alteragBes significativas no pico do fluxo inspiratorio (Figura 5F), mas
promoveu um aumento modesto a curto prazo no pico do fluxo expiratdrio (Figura 5G).
De forma interessante, a HIA induziu o surgimento de picos adicionais no fluxo
expiratorio durante o segundo estagio de expiracdo, indicando a presenca de expiracdo
ativa (Figura 5H). Esses eventos de fluxo expiratdrio tardio ndo foram observados em
todos os ciclos respiratorios, mas foram expressos significativamente apds a exposicdo a
HIA (Figura 5E). Os valores médios dos parametros ventilatorios estdo todos descritos na
tabela 1.

O tratamento prévio com ketanserina foi capaz de prevenir as alteracGes
respiratorias induzidas pela HIA (Figuras 5C e D). Especificamente, os animais que
receberam o antagonismo sistémico dos receptores 5-HT> antes da exposi¢cdo ao HIA (n
= 9) ndo desenvolveram aumento do volume corrente, aumento do pico de fluxo
expiratério ou eventos de fluxo expiratorio tardio (expiragdo ativa), como observado nos
animais tratados com HIA que receberam veiculo (Figuras 5A, G e H). Os parametros
respiratorios dos animais do grupo HIA + ketanserina foram semelhantes aos parametros
observados no grupo controle + veiculo (Figuras 5A - H). A injecdo de ketanserina em
animais mantidos sob normoxia (n = 11) exibiu uma reducéo significativa na ventilagdo
por minuto aos 60 minutos do protocolo devido a uma diminui¢cdo no volume corrente
(Figura 4). Os outros parametros respiratorios do grupo controle + ketanserina foram
semelhantes ao grupo controle + veiculo (Figuras 5C - H). Os valores médios dos

parametros ventilatérios estdo descritos na tabela 1.
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Figura 3. Tracados do fluxo de ar, volume corrente (VT) e frequéncia respiratoria (fR) de animais ndo anestesiados antes
(basal) e apds a exposicdo a normoxia (painel A) e a HIA (painel B), com administracdo de veiculo. As setas apontam a

presenca de fluxo aprimorado durante o segundo estagio da fase expiratoria, indicando a presenca de expiracao ativa.
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Figura 4. Volume corrente (VT) e frequéncia respiratdria (fR) de animais ndo anestesiados antes (basal) e apds a exposicao

aprimorado durante o segundo estagio da fase expiratéria, indicando a presenca de expiracao ativa.

a normoxia (painel A) e a HIA (painel B), com administracdo de ketanserina. As setas apontam a presenca de fluxo
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Tabela 1. Valores médios da ventilacdo pulmonar de ratos mantidos sob normdxia
ou tratados com AlH, com ou sem o tratamento com ketanserina (antagonista de 5-
HT2, 1 mg/kg,i.p.).

Controle + veiculo Controle + ketanserina HIA + veiculo HIA + ketanserina

(n=13) (n=13) (n=9) (n=11)
0. 554531 -0.47 +5.34 3111 +1352"0 29672
AVe 0. 553%6.05 -14.62 £ 4.73 3110+ 12,220 -4.91+582
(%) co. -l54818 -19.08 + 4.61* 1066+1412°  -4.46+6.13
10 431457 -4.39 +4.65 2044+1292%° 79617
AV (%) g0, 024%565 -11.62 +5.34 42.44£1532%0  0.0+4.41
TSy 476£7.43 -17.47 £ 454 12.33+8.59° -0.19+5.53
10 162277 4.38+2.66 2.66 558 -3.55+4.05
AfR 0. 0234233 -1.0£3.05 -4.55 +3.53 -3.19 £ 4.04
%) g0, 654280 -1.77 +2.59 -4.0£5.12 31347
. 207.45+7.74 193.21 +9.54 207.0918.8 192.4 +6.33
: B: 2075467 205.09 + 8.99 22355+ 15.1 212.25 8,61
T 10 21207+11.18 200.09 + 9.4 2133+7.33 224.25 £ 6.15
(ms) 28 217.10£8.16 206.14 = 8.51 22301157 208.43 + 4.62
. 3486:244 328.6 +16.6 356.95 + 30.9 336.94 + 23.92
B: 3588246 320.2 + 16.44 322.76 £ 29.5 354.9 + 23.33
ue 10 379,95 +28.7 333.24 + 26.85 314.35+28.1 349.05 + 17.6
(679, 28 396.72 £ 29.9 320.21 %155 313.8 +30.53 352.66 + 20.1
10 485540 7.85+7.12 8.44 £ 1150 -6.64 +5.34
APIF 00 031%7.42 -5.7+596 10.77 +16.01 -8.73+3.95
%) so.  116£676 -17.0+5.78 -3.0+14.03 -4.64 +5.48
10 007437 -0.47 +6.92 19.0 +12.44" 4.63+5.97
APEF o7 038+453 -0.93+5.93 6.44+9.77 -6.37 +3.93
%) g, -L0%534 -10.77 £ 5.62 333:8.14 6.1+538
 475%062 3.75+ 0.67 612128  216+0.60
B: 4124039 0.75  0.49 4312+6.07*°  916+1.30
EA 100 3504042 1.62 £ 0.62 32.25+7.28"° 650061
(ev/min) 28 4.75+0.52 1.12+0.54 2375+6.75"°  550+0.88

Os valores percentuais expressam alteracGes em relacdo aos valores basais. Abreviagdes: TV -
ventilacdo minuto; fR - frequéncia respiratéria; Ti - tempo inspiratorio; Te - Tempo expiratorio;
PIF - pico de fluxo inspiratorio; PFE - pico de fluxo expiratorio; EA - expiragdo ativa (eventos de
pico de fluxo durante o segundo estagio de expiracdo); B - valores basais; 10, 30 e 60 minutos
apos a exposicdo a normoxia ou AlH. * diferente da respectiva basal; # diferente do grupo controle
tratado com veiculo; g diferente do grupo controle tratado com ketanserina; 1 diferente do grupo
HIA tratado com ketanserina; P <0,05.
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4.2 — O tratamento sistémico com ketanserina ndo modifica a
resposta ventilatoria antes e durante a hipdxia intermitente

Cinco minutos apos as inje¢Oes de ketanserina (n = 11), ventilagdo minuto basal
(73,01 £ 15,6 vs 83,6 + 19,5 mL / min / 100g, respectivamente antes e apos as injeces
de ketanserina; Figura 6A), volume corrente (0,59 + 0,03 vs 0,64 + 0,04 mL / 100g,
respectivamente antes e apds as injecdes de ketanserina; Figura 6B) e a frequéncia
respiratdria (123 + 16 vs 131 + 17 bpm, respectivamente antes e apds as injecoes; Figura
6C) dos animais foram semelhantes aos valores antes das injecdes e equivalentes para 0s
animais que receberam injec6es do veiculo (n = 13; Ve: 65,7 + 22,4 vs 67,9 £ 19,9 ml /
100g / min, VT: 0,59 = 0,05 vs 0,61 = 0,05 ml / 100g, e fR: 108 + 16 vs 111 + 18 bpm,
respectivamente, antes e apos as injecfes das figuras 6A - B do veiculo). Durante o 10°
episddio de hipdxia, o grupo de animais que recebeu injecdes de veiculo (n = 8) exibiu
um aumento significativo na ventilagdo minuto (63,7 + 15,8 vs 94,4 + 26,0 mL / 100g /
min, respectivamente antes e durante a hipoxia, P = 0,0019; Figura 3D), devido a uma
elevagéo significativa do volume corrente (0,52 + 0,12 vs 0,80 + 0,19 mL / 100 g,
respectivamente antes e durante a hipoxia, P = 0,0059; Figura 6E), mas ndo na frequéncia
respiratoria (120 £ 21 vs 119 + 20 bpm, respectivamente antes e durante a hipdxia; Figura
6F). Os animais tratados com ketanserina (n = 6) exibiram um padrdo semelhante de
resposta ventilatéria a hipoxia em comparacdo com o grupo veiculo, com aumentos
equivalentes na ventilagdo por minuto (74,0 £ 18,5 vs 143,6 + 19,6 mL / 100g / min,
respectivamente antes e durante hipdxia, Figura 6D) e volume corrente (0,63 + 0,12 vs
1,24 + 0,16 mL / 100 g, respectivamente antes e durante a hipdxia; Figura 6E), mas ndo
na frequéncia respiratdria (116 + 9 vs 118 + 22 bpm, respectivamente antes e durante
hipoxia, Figura 3F).
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Figura 6. Resposta basais a ketanserina e quimioreflexa durante hipdxia apds administracao
de ketanserina: Painéis A - C: valores médios da ventilacdo minuto (\Ve), volume corrente (VT)
e frequéncia respiratoria (fR) de animais em normdxia, antes e 5 minutos apds as injecoes (i.p.)
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<0,05.
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4.3 — Alteracdes na pressao parcial dos gases sanguineos e na

temperatura corporal apés HIA em animais ndo anestesiados

Antes do protocolo experimental, os animais de todos 0s grupos experimentais
(n=5/ cada) exibiram niveis semelhantes de PaO, (69 £ 3; 69 + 3; 71 £ 3e 70 £ 6 mmHg),
PaCO; (44 £ 1; 45+ 2; 42 + 1 e 42 + 2 mmHg), HCO3 plasmatico (29,8 + 1,4; 32,6 +
0,7;30,9+0,4 e 28,3 £ 1,4 mM), pH arterial (7,4+0,1;74+0,1;74+01e75%0,1)
e temperatura corporal (36,5 + 0,2; 36,0 £ 0,4; 36,5+ 0,4 e 36,6 £ 0,1 °C). Os grupos de
animais que foram mantidos em normoxia e que receberam injecdes de veiculo ou
ketanserina ndo mostraram alteracOes significativas nos parametros dos gases no sangue
e na temperatura corporal (Figuras 7 A - E). No grupo de animais expostos a HIA, a PaO-
ndo se alterou apds o protocolo (Figura 7A), porém exibiram uma reducéo significativa
na PaCO2 aos 30 minutos ap6s o ultimo episodio de hipdxia (Figura 7B). Tal alteracdo
foi acompanhada por uma reducdo significativa no HCO3™ plasmatico (Figura 7C) e
nenhuma alteracdo na pH arterial (Figura 7D). Interessantemente, 0s animais expostos a
HIA também exibiram uma resposta hipotérmica duradoura, com valores mais baixos de
temperatura corporal aos 10 e 30 minutos ap6s o ultimo episddio de hipoxia (Figura 7E)
em comparagdo com 0s grupos controle. O tratamento com ketanserina néo afetou a PaO.
(Figura 7A) e o pH arterial (Figura 7D), porém foi capaz em prevenir as alteracbes
induzidas pela HIA na PaCO; (Figura 7B) e HCO3s (Figura 7C). Por outro lado, o
antagonismo sistémico dos receptores 5-HT> potencializou a reducdo da temperatura
corporal causada pela exposicdo a HIA (Figura 7E). Os valores médios da gasometria

arterial e da temperatura corporal estdo descritos na Tabela 2.
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Figura 7. Gasometria arterial e temperatura: AlteracGes nas pressdes parciais arteriais de
oxigénio (Pa0O,;) e de dioxido de carbono (PaCO2); na concentracdo plasmatica de ions
bicarbonato (HCO3’), no pH arterial e na temperatura corporal de animais controle tratados com
veiculo (n = 5) ou ketanserina (n = 5) e de animais expostos & hipoxia aguda intermitente (HIA)
tratada com veiculo (n = 5) ou ketanserina (n = 5). * diferente da respectiva basal; # diferente do
grupo controle tratado com veiculo; 1 diferente do grupo HIA tratado com ketanserina; P <0,05.
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Tabela 2. Valores médios das pressdes arteriais parciais de oxigénio (PaO2) e dioxido
de carbono (PaCOy), bicarbonato plasmatico (HCOz3"), pH arterial e temperatura
corporal (temp.) de ratos mantidos sob normdxia ou tratados com HIA, com ou sem
tratamento com ketanserina (antagonista de 5-HT2, 1 mg / kg, i.p.).

APaO> ég
&) 602
10:
APaCO:z (%) 30:
60:
AHCO5 ég
& 60:
ApH 105
o 30:
(%) 60:
B:
Temp 10:
(°C) 30:
60:

Controle +
veiculo (n=5)
2.4+6.32

14.8 +2.87

10.4 +£3.62

-0.6+2.13
32+241
-3.0+1.64

-2.0+3.96
6.6 +4.79
-1.8+£3.86

-0.6+£0.24
-0.2+0.20
-04+0.24

36.50 £0.2
36.48 £0.2
36.46 £0.3
36.40+0.2

Controle +
ketanserina (n=5)

2.5+5.23
2.25+381
1.0+4.30

1.25+451
-25+2.39
-1.75+£3.11

-1.0+4.30
-5.25 £ 0.62
-55+1.93

-0.25+£0.25
-0.25+£0.25
-0.25+£0.25

36.46 £ 0.4
36.23+0.4
36.18£0.3
36.02+0.4

HIA +
veiculo (n=5)
-2.6 £10.72
1.0 £13.67
-12.0+6.83

-5.6 £4.55
-13.2 +
2.53

-4.0 £4.45
-6.2+3.21
-13.2 £ 3.05™
-1.2+2.88

0.0+0.0
0.0+0.31
0.0+0.0

35.98 £0.4
34.25+0.3™%2
34.68 £0.7%2
35.75+0.4

HIA +
ketanserina (n=5)

2.50+5.23
2.25+3.81
1.0+4.30

46+191
5.8+3.63
-02+0.2

-3.8+5.72
-1.8 +£3.56
-24+23

-04+04
-0.6+0.24
-0.2+£0.2

36.62+0.1
32.65 + 0.351 0
33.84 +£0.94" 0
34.61+0.6™f°

Os valores percentuais expressam alteracfes em relacdo aos valores basais. * diferente dos
respectivos valores basais; # diferente do grupo controle tratado com veiculo; g diferente do grupo
controle tratado com ketanserina; T diferente do grupo HIA tratado com ketanserina; P <0,05.
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4.4 - Avaliacdo da fosforilacdo da subunidade GIuR1 de
receptores AMPA no RTN apdés HIA

Nos ensaios realizados com amostras contendo as células do RTN, foram
observadas bandas imunorreativas com pesos moleculares de aproximadamente 100 KDa
e 55 KDa, equivalentes a subunidade R1 para os receptores AMPA (n&o fosforilado e
fosforilado) e a tubulina, respectivamente, conforme ilustrado na figura 8. Analises da
relacdo GluR1/tubulina (0,26+0,03; 0,46+0,07; 0,38+0,06; 0,42+0,08; respectivamente
grupos controle veiculo, controle ketanserina, HIA veiculo e HIA ketanserina; Figura 8A)
e GluR1-P/tubulina (0,26+0,01; 0,30+0,03; 0,28+0,01; 0,29+0,02; respectivamente
grupos controle veiculo, controle ketanserina, HIA veiculo e HIA ketanserina; Figura 8B)
indicam que a densidade da subunidade R1 dos receptores AMPA, ndo fosforilada e
fosforilada, ndo foi alterada, pela exposi¢cdo a HIA, administracdo de ketanserina, ou a
combinacdo de ambos. Além disso, a relacdo GIuR1/GIuR1-P foi semelhante entre os
grupos experimentais (0,89+0,06; 0,73+0,15; 0,73+0,12; 0,65+0,10; respectivamente
grupos controle veiculo, controle ketanserina, HIA veiculo e HIA ketanserina; Figura
8C), sugerindo que os tratamentos ndo modificaram o nivel de fosforilagdo da subunidade
R1 dos receptores AMPA.



42

kKba  CV CK HV HK kpa CV CK HV HK
100 =% A B 100 - Sl -
R Sp—— 55 = b D O TN
0.8
0.4+
A v B.
S 06 £
S V-0 3 0.31
g T E
S 041 T 0.2
i :
O 0.21 3 0.11
O
0.0- 0.0-
1.59
C._.
T
= 1.01 v
Q - Il Controle veiculo
o .
- Il Controle ketanserina
X 0.5 I HIA veiculo
S .
0 Il HIA ketanserina

0.0-

Figura 8. Densidade dos receptores inotropicos AMPA (subunidade GluR1) em amostras
da superficie ventral do contendo o RTN: animais dos grupos controle ketanserina (n=3),
controle + veiculo (n=3), HIA + veiculo (n=3), HIA + ketanserina (n=3).
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5 - Discussao

Neste estudo, demonstramos que a exposicdo a HIA promove um aumento
prolongado da ventilagdo em condi¢Ges ndo anestesiadas. Essa resposta respiratoria
compensatoria foi dependente de um aumento no volume corrente, associado a ocorréncia
de eventos de aumento do fluxo expiratorio durante a parte final da fase expiratoria,
sugerindo a presenca do padrdo de expiracdo ativa. A facilitagdo ventilatoria de longo
prazo provocada pela HIA também foi correlacionada com redugdes na PaCO2 e uma
resposta hipotérmica duradoura. O tratamento sistémico com ketanserina, um antagonista
dos receptores 5-HT,, antes da exposicdo a HIA foi suficiente em bloquear o
desenvolvimento das respostas do aumento do volume corrente, a ocorréncia de expiracdo
ativa e a diminuicdo da PaCO2, sugerindo a participacdo dos mecanismos
serotoninérgicos. De forma ndo esperada, a resposta da reducdo da temperatura corporal
provocada pela HIA foi amplificada pelo tratamento com ketanserina, sugerindo que as
alteracOes na temperatura corporal em resposta a HIA dependem de outros mecanismos,
que sdao modulados pela ativacdo dos receptores 5-HTo.

Evidéncias experimentais ddo suporte ao conceito de que a HIA promove um
aumento persistente na atividade motora respiratéria para 0s musculos respiratérios,
elevando sua tonicidade de forma prolongada, dando suporte ao aumento compensatorio
da ventilacdo (Lemes et al., 2016a; Feldman et al., 2003; Baker e Mitchell 2000). No
entanto, essas observacdes foram obtidas principalmente em animais anestesiados,
vagotomizados, paralisados e ventilados artificialmente. McGuire et al. (2003)
documentaram que a HIA (5 episodios de 10% de O, a cada 5 minutos) € capaz de
produzir um aumento da ventilacdo por 30 a 45 minutos apds o Ultimo episédio de
hipéxia, com pico de aumento em torno de 15 min. Utilizando um protocolo mais
agressivo (10 episodios de 6% de Oz a cada 5 minutos), verificamos um perfil semelhante
de aumento da ventilacdo induzida pela HIA. Pela analise do padrdo respiratorio,
descobrimos que a ventilagdo aumentada de ratos tratados com HIA, nas nossas condigdes
experimentais (espécie animal, protocolo de HIA), mostrou-se dependente de um
aumento no volume corrente, sem alteracGes na frequéncia respiratéria. Tais observacoes
estdo de acordo com estudos anteriores em animais anestesiados demonstrando que a HIA
induz o aumento de longo prazo da atividade motora inspiratéria, incluindo as atividades

nos nervos frénico e hipoglosso (Bach e Mitchell, 1996; Fregosi e Mitchell, 1994). Por
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outro lado, verificamos que o aumento do V1 apds a HIA n&o foi acompanhado por
alteracbes no pico de fluxo inspiratorio. Especulamos que, em condigdes ndo
anestesiadas, a expressdo da facilitacdo inspiratoria provocada pela HIA foi restringida
por mecanismos inibitorios que controlam a amplitude da inspiracdo, principalmente
provenientes dos receptores de estiramento pulmonar (reflexo de Hering-Breuer)
(Backman et al., 1984), que estdo ausentes em preparacdes vagotomizadas e paralisadas.
Essa possibilidade € corroborada por nossos estudos anteriores, mostrando que
preparacdes in situ ndo anestesiadas e descerebradas, nas quais o feedback pulmonar
também esta ausente, exibiram um aumento na atividade do nervo frénico em resposta a
um protocolo semelhante de HIA utilizado no presente estudo (Lemes et al., 2016a).
Nosso estudo é o primeiro a demonstrar que a HIA em ratos ndo anestesiados
promove o desenvolvimento de um pico de fluxo expiratério adicional durante o segundo
estagio da fase expiratoria, indicando a presenca de expiracdo ativa. Essas observacoes
estdo de acordo estudos anteriores conduzidos no nosso laboratério, demonstrando que
animais anestesiados expostos ao mesmo paradigma da HIA exibem um aumento
duradouro da atividade motora abdominal (Lemes et al., 2016a; Lemes et al., 2016b).
Portanto, esses achados indicam que a HIA ¢é capaz de promover a ativacao persistente
dos mecanismos associados a formacgdo da expiracdo ativa. Esse padrdo respiratorio €
comumente observado durante situacBes de alta demanda metabdlica, como exercicio
fisico ou exposicdo a hipoxia e hipercapnia (Moraes et al., 2012; Abdala et al., 2009;
Iscoe, 2006). Sugere-se que o recrutamento dos masculos abdominais durante a expiracdo
tardia possa contribuir para elevar o volume corrente, recrutando o volume de reserva
expiratério ou otimizando a relacdo comprimento-tensdo do diafragma, amplificando a
inspiracdo subsequente (Jenkin e Milsom, 2014). Também é proposto que a expiracao
ativa represente um mecanismo que ajude a estabilizar e melhorar a respiracdo (Andrews
e Pagliardini, 2015). Com base nessa observagdo, sugerimos que 0 surgimento da
expiracdo ativa provocada pela HIA represente um mecanismo adicional que contribua
para sustentar o aumento da ventilacdo em ratos ndo anestesiados. Foi demonstrado
anteriormente pelo nosso grupo que a hiperatividade abdominal induzida por HIA em
ratos anestesiados foi eliminada pela inibicdo farmacol6gica com muscimol (agonista
GABAA\) ou pela aplicagéo prévia do antagonista 5-HT> no RTN/pFRG (Lemes et al.,
2016a; Lemes et al., 2016b) - uma importante regido da superficie ventral do bulbo que
contém neurdnios sensiveis aos niveis de PaCOz e neurbnios necessarios para a geracao

de expiracéo ativa (Janczewski e Feldman, 2006; Mulkey et al., 2004). Nesse estudo,
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nossos resultados in vivo d&o suporte a possibilidade de que os mecanismos dependentes
do receptor 5-HT> s8o necessarios para o surgimento da expiracao ativa apds a exposicao
a HIA.

Também vimos que nos animais tratados com ketanserina em condigdes de
normdxia, houve uma reducéo na Ve basal 30-60 minutos apds o protocolo experimental.
Tais resultados mostram a participacdo importante dos receptores 5-HT> para a 5-HT na
manutencdo da ventilacdo basal, a qual deve se dar por meio da modulagdo de
mecanismos que alterem a excitabilidade dos neurdnios respiratorios (Richter et al,
2003). Entretanto, também podemos considerar que tais efeitos da ketanserina sejam
decorrentes de acles periféricos, tais como no corplsculo carotideo ou outras vias
aferentes. Ainda, considerando a seletividade da droga utilizada, ndo podemos descartar
a possibilidade de que a diminuicdo da Ve basal em ratos controle tratados com
ketanserina esteja associado as acGes em outros sistemas, tais como o noradrenérgico e

dopaminérgico.

Em associacdo com o aumento da ventilacdo por minuto, verificamos que a HIA
produziu uma reducdo na PaCO: e na concentracdo plasmatica de HCO3 (esta
provavelmente consequente a reducdo de CO2 no sangue arterial, visto que ~70% do CO-
é transportado na forma de HCOs"). Muito provavelmente tais reducdes resultaram do
aumento da ventilacdo pulmonar basal apos a HIA. No cenario de baixa PaCO2, uma
reducdo na respiracao é comumente observada devido a desativacao de quimiorreceptores
centrais que fornecem o estimulo dependente de CO> para a respiracdo (Basting et al.,
2015). No entanto, nossos resultados mostram que a ventilacdo aumentada de animais
tratados com HIA persistiu mesmo na presenca da reducdo na PaCO,. Mahamed e
Mitchell (2008) demonstraram que 0s animais anestesiados submetidos a HIA
apresentaram uma reducdo no limiar apnéico de CO> (quantidade de CO2 necessaria para
deflagrar a respiracdo), sugerindo uma sensibilizacdo dos quimiorreceptores centrais.
Além disso, Lemes et al. (2016) demonstraram que as microinjecdes de 5-HT no RTN /
pFRG causaram uma amplificacdo das respostas respiratdrias a hipercapnia. Portanto,
esses achados sugerem que, para sustentar o aumento da ventilacdo, a HIA, por meio de
mecanismos serotoninérgicos, promove adaptacGes homeostaticas nos mecanismos

centrais associados a deteccdo de CO., aumentando a sensibilidade das células
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quimiossensiveis para manter o aumento da ventilacdo durante a reducdo da PaCO- - uma
possibilidade que é apoiado pelo presente estudo.

Outra resposta importante a HIA observada em nosso estudo foi a diminuicao
persistente da temperatura corporal. E sabido que a hipoxia aguda promove uma queda
regulada da temperatura como um mecanismo para induzir hipometabolismo e reduzir o
consumo de O (Frappell et al., 1992). Madden e Morrison (2005) apresentam evidéncias
indicando que a exposicdo a hipoxia, por meio da ativagdo dos corpos carotideos, causa
inibicdo da atividade simpatica ao tecido adiposo marrom, reduzindo a termogénese.
Também € sugerido que a inibicdo simpatica a vasculatura cutanea, causando
vasodilatacdo, também represente um mecanismo adicional que leva a reducdo da
temperatura corporal durante a hipoxia (Chalmers e Korner, 1966). Estudos de Steiner e
Branco (2003) demonstraram que a microinjecdo de propranolol (antagonista f-
adrenérgico) na regido pré-optica anteroventral (AVPO), uma regido envolvida na
geracdo de febre e hipotermia regulada, prejudicou a queda de temperatura corporal em
resposta a hipoxia. Outros estudos mostram que os receptores 5-HT1 e 5-HTy
desempenham papel importante na prevencdo da hipotermia, ja que fora demonstrado
atenuarem a queda na temperatura pela acdo dos receptores 5-HT1a e 5-HT7 (Gargaglioni
et al, 2005).

Diante dessas informacdes, sugerimos que a exposicao a HIA promove uma
facilitacdo a longo prazo de mecanismos que inibem a atividade simpatica relacionada a
termogénese. Isso pode envolver alteracdes ao nivel dos corplsculos carotideos e do NTS,
Raphe bulbar ou hipotalamo (Nakamura et al, 2018; Branco et al., 2014; Madden e
Morrison, 2005). Experimentos adicionais serdo necessarios para verificar esta hipotese.
De forma nédo esperada, a administracdo sistémica de ketanserina potencializou a reducao
da temperatura corporal induzida por HIA. E relatado que na regido pré-optica
anteroventral a ativacdo de 5-HT é responsavel por causar hipotermia, enquanto o 5-HT>
parece reduzir a hipertermia (Gargaglioni et al, 2005) e que o bloquei de
quimiorreceptores periféricos leva a uma inibi¢do na atividade simpétic apara o tecido
adiposo marro reduzindo a termogénese (Madden e Morrison, 2005). Isso indica que,
diferente das respostas respiratorias, a inibicdo dos mecanismos termogénicos pela HIA
é modulada, mas ndo depende da ativacdo dos receptores 5-HT,. Sabe-se que receptores
5-HT2a no musculo liso vascular, pode contribuir para a termorregulacdo, além dos
nervos centrais ou simpaticos (Nakamura et al, 2018) e a administracdo sistémica da

ketanserina em nosso trabalho poderia contribuir para hipotermia, ou ainda acéo sobre
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receptores adrenérgicos ocasionando uma menor ativagédo de lipolise (Lim et al, 2019),
por se tratar de uma droga de agdo mista para estes receptores. Infelizmente nosso estudo
ndo investigou mecanismos associados a esse fendmeno de hipotermia envolvendo

hipdxia intermitente, o que exigird experimentos adicionais.

A neuroplasticidade em resposta a HIA possui a capacidade de elevar a producéo
de proteinas nos dentritos dos motoneuronios frénicos (Baker-Herman e Mitchell, 2002)
aumentando assim a formacao de receptores de 5-HT podendo manter por mais tempo o
LTF, assim como a administracdo exdgena de agonistas 5-HT> pode elevar as correntes
glutamatérgicas (Bocchiaro e Feldman, 2003). Em estudos envolvendo situagdes de
hipoxia sustentada cronica, foi demonstrado o aumento da fosforilagdo da subunidade
GluR1 dos receptores AMPA no NTS (Pamenter et al, 2014). A partir dessas observacoes,
consideramos a hipdtese de que uma interacdo de mecanismos serotoninérgicos e
glutamatérgicos no RTN, por meio da fosforilacdo dos receptores AMPA, poderia ser um
mecanismo para explicar a expiragao ativa observada em ratos submetidos a HIA. Nossos
ensaios de western blot, por outro lado, sugerem que 0 aumento expiratdrio
compensatdrio em resposta a HIA néo se mostrou associado a fosforilacdo da subunidade
GIuR1 dos receptores AMPA em amostras da porcéo rostral do bulbo, as quais contém as
células do RTN. Entretanto pela regido do RTN se tratar de uma regido pequena, as
coletas das nossas amostras podem nao ter sido restritas o suficiente (com partes de
amostras do nucleo facial e da formacao reticular da superficie ventral do bulbo), gerando,
portanto, dificuldades em identificar pequenas variacdes em sua totalidade. Podemos
também especular que as amostras foram coletadas de forma adequada, porém a
fosforilacdo ocorra em outra subunidade de AMPA ou até mesmo em outro tipo de
receptor como o NMDA. O receptor NMDA, apresenta caracteristicas distintas como:
estar sujeito a uma voltagem dependente para romper o bloqueio por Mg?*, exibem uma
cinética lenta, sua ativacao requerer a presenca ndo apenas de glutamato, mas também de
um co-agonista (glicina ou d-serina) além de uma sensibilidade aos niveis de glutamato
no microambiente extracelular (Traynelis, et al, 2010). Acreditava-se que os NMDAr
sejam menos dindmicos que os AMPAr, no entanto, evidéncias indicam que NMDAr
também participam na plasticidade de longo prazo (Paoletti et al, 2013). Devido a este
carater de ser modulado pela atividade neuronal, a transmissdo mediada por NMDAr
poderia contribuir para aspectos plasticos nos neurdnios, uma somatoria de ativagdo

repetida ocasionaria modificacbes em sua condutancia gerando plasticidade apds HIA.
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Tanto em NMDA como AMPA, a dindmica e amplitude da resposta sinaptica excitatoria
é dependente da propriedade biofisica da combinacdo das subunidades do receptor, bem
como a densidade de receptores expressos e o tempo de absorcéo de glutamato (Malenka
et al, 1999). Desta maneira ndo apenas a modificacdo em uma subunidade especifica
poderia ocasionar plasticidade, mas a combinacdo de modificacbes em diferentes
subunidades possa levar a plasticidades neuronais.

Estas propriedades biofisicas podem ser rdpidas ou lentas, gerando profundas
influéncias no funcionamento das sinapses e redes sinapticas (Vyklicky et al., 2014).
Assim, as alteracdes a longo prazo mediado por NMDAr poderiam elevar sua condutancia
em neurdnios excitatorios no RTN. Projec6es glutamatérgicas do RTN para o pFRG séo
necessarias para que ocorra ativacdo de neurdnios expiratorios durante desafios como a
hipercapnia, gerando padrdes expiratdrios ativos pelo aumento de disparos relacionadas
a expiracdo na atividade simpatica (Zoccal et al, 2018). Desta maneira a interacéo entre
0 RTN/pFRG e a rede respiratoria pode ocasionar potencializacdo na saida motora e
gerando implicagdes funcionais importantes no surgimento de geragéo de expiracao ativa
apos HIA. Néo descartamos a possibilidade de que neuroplasticidades também ocorram
no pFRG concomitante com o RTN. Entretanto observacbes prévias de que a HIA
promove uma reducdo do limiar apnéico (dependente da agdo dos quimiorreceptores
centrais sobre a rede respiratoria)( Mahamed e Mitchell, 2008), e de que a HIA promove
uma potenciacao das respostas motoras inspiratdria e expiratéria a hipercapnia (Lemes et
al.,, 2016), acreditamos que a HIA promove alteracbes nos neurbnios do RTN,
potencializando as sinais excitatérios sobre chegam a esses neurbnios, 0s quais, por sua
vez, estimulam os neurdnios dos pFRG, elevando a atividade motora expiratoria. Estudos
demonstraram que a ativacdo do receptor de serotonina € necessaria durante, mas nédo
apos a hipoxia, indicando que a ativacdo do receptor de serotonina é necessaria para a
inducdo, mas ndo a manutencdo do LTF (Mitchell et al, 2001). Desta forma, sdo
necessarios experimentos adicionais para confirmar este possivel envolvimento dos
NMDAr no LTF expiratorio, juntamente com a participacdo de 5-HT induzindo a ativagéo

excessiva dos neurénios RTN apds HIA em animais sob condi¢fes ndo anestesiadas.
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6 - Conclusao

Neste estudo, demonstramos que a exposicdo a HIA, em condi¢cdes nao
anestesiadas, promove um aumento prolongado do volume corrente associado a geracdo
do padrdo de expiracgdo ativa, dependentes de mecanismos serotoninérgicos. Vimos como
a plasticidade decorrente da ativagdo dos receptores 5-HT», pode modular a
funcionalidade do sistema respiratdrio, resultando em respostas para estimulos aversivos.
Estes resultados levam a um melhor entendimento da origem das modificacGes
ventilatorias desenvolvidas frente a este estimulo de risco de vida. Mostramos de maneira
aguda que a privacao de O, assim como observado na apneia obstrutiva do sono, ativa
mudancas adaptativas. E demonstrado que a HIA leva a uma queda na temperatura
corporal, e que o antagonismo dos receptores 5-HT2 no SNC pode ter contribuido para
uma modulagdo na queda ainda maior da temperatura. Este mecanismo serotoninérgico
que leva ao surgimento de expiracao ativa pds HIA, pode ser visto como uma tatica para
manutencdo da homeostase, mantendo constante a oferta de O disponivel para todos os
tecidos e mantendo estavel o funcionamento celular.

Assim, embora o protocolo de HIA no presente estudo possa ndo ter sido
explicitamente projetados para simular apneia obstrutiva do sono, nossos resultados
podem ter implicacdes clinicas elevando o entendimento das respostas do organismo
frente a disfuncdes cardiorrespiratorias, ativacdo de quimiorreceptores em situacdes de
risco de vida e disturbios associados a modificagdes na homeostase dos gases sanguineos.
O entendimento do LTF expiratorio é importante para o esclarecimento dos mecanismos
adaptativos aos quais 0 sistema respiratorio consegue desenvolver em resposta ao

estimulo aversivo.
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