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RESUMO

O LC é considerado uma regido quimiossensivel a CO,/pH em mamiferos e anfibios,
especificamente os neurdnios noradrenérgicos. A neuromodulacéo purinérgica no LC desperta
um interesse particular uma vez que a adenosina 5’-trifosfato (ATP) atua como
neuromodulador em varias é&reas do tronco encefalico envolvidas na regulagdo
cardiorrespiratoria, incluindo o LC e sua atuagdo em receptores P2 influencia a liberagdo de
noradrenalina (NE) dos neurbnios do LC. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
investigar a participacdo da neuromodulagdo purinérgica no LC nas respostas ventilatoria,
térmica e cardiovascular durante normocapnia e hipercapnia em ratos Wistar ndo
anestesiados.

A possivel modulacdo do ATP nessas respostas foi realizada por meio da microinjecao
do agonista de receptor P2X (a,5-MeATP, 0.5 nmol/40 nL e 1 nmol/40 nL) e dos antagonistas
ndo seletivos de receptor P2 (PPADS 0.5 nmol/40 nL e 1 nmol/40 nL; suramin, 1nmol/40nL)
no LC. Foram feitas medidas de ventilacdo pulmonar (Ve, pletismografia), temperatura
corporal (T¢) pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) antes da microinjecéo
unilateral de a,/-MeATP, PPADS, suramin ou salina (veiculo, 40nL) no LC em condicdes
basais, e ap0s microinjecdo durante 60 min de normocapnia ou 30 min de exposicdo a 7%
CO,, seguido de 30 min de normocapnia. Em condi¢des normocapnicas, a microinjecao de
a,-MeATP ndo afetou nenhuma das variaveis analisadas, enquanto que o PPADS promoveu
uma reducdo da fregiiéncia respiratoria (fR), aumento da PAM e FC, e o0 suramin aumentou a
Tc, PAM e FC sem causar alteracGes na ventilacdo. A hipercapnia promoveu aumento da
ventilacdo, uma reducdo na FC e ndo alterou a Tc em todos os grupos. Durante hipercapnia,
a,f/-MeATP promoveu aumento da hiperpnéia sem causar alteragdes nas variaveis
cardiovasculares e na temperatura, PPADS promoveu aumento da PAM sem alterar as
varidveis respiratérias e a temperatura corporal e 0 suramin promoveu aumento da
hiperventilacdo, aumento na PAM e bradicardia sem alterar a temperatura corporal.

Portanto, nossos dados sugerem que a neuromodulacdo purinérgica no LC participa do
controle cardiorrespiratorio durante normocapnia e hipercapnia e modula a termorregulacao

em condi¢cBes normocapnicas em animais ndo anestesiados.

Palavras-chave: Adenosina 5'-trifosfato (ATP); Suramin; a,f-Metileno ATP; PPADS,;

receptores purinérgicos P2, respiracdo, controle cardiovascular; Locus coeruleus (LC); CO,



ABSTRACT

Locus coeruleus (LC) is considered as a chemosensitive region to CO/pH in mammals
and amphibians, mainly its noradrenergic neurons. The LC purinergic neuromodulation is of
particular interest since adenosine 5'-triphosphate (ATP) acts as a neuromodulator in many
brainstem areas involved in cardiovascular and respiratory regulation, which includes Locus
coeruleus (LC). ATP acting on LC P2 receptors influences the release of noradrenaline (NE)
and the LC noradrenergic neurons are involved in the CO,-drive to breathing. Thus, the goal
of the present study was to investigate the role of purinergic neuromodulation in the LC in the
ventilatory, thermal and cardiovascular responses during normocapnia and hypercapnia in
Wistar male unanesthetized rats. We assessed the purinergic modulation of cardiorespiratory
and thermal responses by microinjecting ATP P2X receptor agonist (a,/-MeATP, 0.5
nmoL/40 nL and 1 nmoL/40 nL) and P2 receptor non selective antagonists (PPADS 0.5
nmoL/40 nL and 1 nmoL/40 nL; suramin, 1 nmoL/40 nL) into the LC. Pulmonary ventilation
(Ve, plethysmography), mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and body core
temperature (Tbh, dataloggers) were measured before and after unilateral microinjection (40
nL) of «,/-MeATP, PPADS, suramin or 0.9% saline (vehicle) into the LC during 60 min
normocapnia or 30 min period of 7% CO; exposure followed by 30 min of normocapnia.
Under normocapnic conditions, a,f-MeATP did not affect any parameter, whereas PPADS
decreased respiratory frequency (f), increased MAP and HR and suramin increased Th, MAP
and HR and did not change ventilation. Hypercapnia induced an increase in ventilation, a fall
in HR and did not change Tb in all groups. During hypercapnia, a,f-MeATP produced a
further increase in ventilation and did not cause changes in cardiovascular and thermal
parameters, PPADS caused an increase in MAP, did not alter ventilation and Th and suramin
elicited increases in ventilation, MAP and bradycardia and did not change Th.

Thus, our data suggest that purinergic neuromodulation in the LC plays an important
role in the cardiorespiratory control during hypercapnia and modulates cardiorrespiratory and

thermal control during normocapnic conditions in unanesthetized animals.

Keywords: Adenosine 5'-triphosphate (ATP); Suramin; o,-Methylene ATP; PPADS; P2

purinergic receptors, breathing, cardiovascular control; Locus coeruleus (LC); CO,



ABREVIATURAS

FC= freqliéncia cardiaca

fR= frequéncia respiratdria

ip= intra-peritoneal

LC= locus coeruleus

PAM= presséo arterial média

PAP= pressao arterial pulsatil

4V/= quarto ventriculo

SNC= sistema nervoso central

Tc=temperatura corporal

TH= tirosina hidroxilase

Ve = ventilagio

V= volume corrente

pH = potencial de hidrogénio idnico

ATP = adenosina 5’- trifosfato

P2X = receptores purinérgicos ionotropicos do tipo P2X
P2Y = receptores purinérgicos metabotropicos do tipo P2Y
a,f-metil ATP = agonista seletivo para receptores P2X
PPADS = antagonista purinérgico P2

Suramin = antagonista purinérgico P2

O, = gas oxigénio

CO, = didéxido de hidrogénio

PaCO, = presséo parcial de CO, no sangue arterial
PaO, = pressdo parcial de O, no sangue arterial

SNC = sistema nervoso central

6-OHDA = 6-hidroxidopamina (neurotoxina)

SP-SAP = substancia P saporina

SIDS = sindrome da morte subita em neonatos

CCHS = sindrome congénita da hipoventilacédo central
IML = coluna intermédio lateral

NTS = nucleo do trato solitério

RVLM = bulbo ventrolateral rostraL
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microinjecdo (normocapnia) e 20 minutos ap6s a microinjecdo (hipercapnia) durante
hipercapnia (7%
(610 (=) T TP OP PRSP
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1. INTRODUCAO

Quimiorrecepgao

Os quimiorreceptores periféricos e centrais presentes nos vertebrados detectam
alteracdes na pressdo parcial dos gases sanguineos promovendo ajustes ventilatérios para a
manutengdo da pressdo parcial de O, (PaO;) e da homeostase do equilibrio acido-basico. A
variacdo da demanda de O, e de CO, faz com que o sistema respiratério exerca uma de suas
principais fungdes: adequar o processo de trocas gasosas para manter, relativamente
constantes, as pressdes parciais de CO; e O, no sangue arterial (PaCO; e Pa0,).

Os quimiorreceptores sensiveis a CO,/pH podem ser encontrados na periferia
(localizados nos corpos carotideos) e no SNC (sistema nervoso central). Estes ultimos
apresentam funcdo predominante na resposta ao CO, em relacdo aos periféricos e localizam-
se principalmente na superficie ventrolateral do bulbo (Mitchell et al., 1963; Schlafke, 1981;
Loeschcke, 1982). Estudo recente de Blain et al. (2010) demonstrou que as informacdes
provenientes dos quimiorreceptores periféricos tem um pronunciado efeito sinérgico e
hiperaditivo na sensibilidade dos quimiorreceptores centrais, demonstrando que esses
sensores interagem e a resposta ventilatéria a hipercapnia depende dos quimiorreceptores
periféricos e centrais.

Varias evidéncias indicam que o0s quimiorreceptores centrais estdo amplamente
distribuidos no SNC, em diferentes areas do tronco encefalico, incluindo o nucleo do trato
solitario (NTS), nucleo fastigial, nicleo retrotrapezoide (Mulkey et al. 2004; Guyenet et al.
2005), rafe rostral bulbar e o locus coeruleus (LC) (Loeschcke 1982; Coates et al., 1993;
Nattie, 1999; Solomon et al., 2000; Ballantyne & Scheid, 2001; Nattie, 2001; Nattie & LI,
2002; Biancardi et al., 2008).

Durante a hipercapnia aguda, a hiperventilacdo pode ser acompanhada por alteracdes
cardiovasculares. Nesse sentido, Somers et al. (1989) e Duffin (2005) demonstraram que um
aumento na PCO, no sistema nervoso central (estimulacdo dos quimiorreceptores centrais)
aumenta a respiracdo, a pressao arterial sanguinea e a atividade do nervo simpatico. Teney
(1956) descreveu um ligeiro aumento da pressdo arterial em resposta ao CO, em gatos e
sugeriu que esse aumento seja causado por uma estimulacdo simpato-adrenal. Corroborando
esses dados, Bloom et al. (1977) demonstraram que, em bezerros, a inalacdo de 10% de CO,
aumenta a pressao arterial juntamente com os niveis de cortisol e de noradrenalina. Contudo,
outros estudos relataram o efeito oposto em cdes (Suutarinen, 1966; Koehler et al., 1980),

ratos (Wendling et al., 1967) e até mesmo em seres humanos (Bristow et al., 1971). Estas


http://jp.physoc.org/content/586/8/2043.long#ref-22
http://jp.physoc.org/content/586/8/2043.long#ref-9
http://jp.physoc.org/content/586/8/2043.long#ref-9
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diferencas podem ser devido as variaces nos procedimentos e/ou nos niveis experimentais de
CO..

Paralelamente ao aumento da ventilagdo, a hipercapnia pode causar hipotermia
(Branco & Wood, 1994; Barros & Branco, 1998). Neste contexto, Tamaki & Nakayama
(1987) observaram que a hipercapnia promove um aumento da atividade dos neurdnios da
area pre-Optica do hipotalamo anterior, regido encefalica essencial para a regulacdo da
temperatura corporal (Boulant, 1998; 2000). Estudo em cobaias recém-nascidas mostrou que a
temperatura retal comeca a cair quando os animais sdo expostos a 6% de CO, (Farkas &
Donhoffer, 1975). J& em ratos, verificou-se uma inibicdo completa da termogénese, quando 0s
animais foram submetidos a misturas gasosas contendo 10% ou mais de CO; (Pepelko &
Dixon, 1974). Alguns autores sugerem que a hipotermia induzida por hipercapnia parece ndo
ser consequéncia de uma queda no metabolismo ou na producéo de calor como ocorre na
hipdxia. Neste contexto, Lai et al. (1981) demonstraram que o consumo de O, aumentou
durante a hipercapnia, uma resposta comumente observada com niveis de 4 a 7% CO, (Saiki
& Mortola, 1996).

Locus Coeruleus e Quimiorrecepcao

Dentre os diferentes nicleos do SNC que contém neurdnios sensiveis a CO,/pH, o LC
apresenta um papel de destaque, pois, possui a maior porcentagem de neurdnios (>80%)
estimulados por CO,/pH (Pineda & Aghajanian, 1997; Oyamada et al., 1998; Johnson et al.,
2008). Esse alto numero de neur6nios quimiossensiveis faz deste nicleo uma regiéo ideal para
0 estudo das respostas compensatorias as alteracdes de CO,/pH. O LC € um par de nucleos
localizados bilateralmente na ponte dorsal que possui 0 maior conjunto de corpos celulares
noradrenérgicos (grupo celular A6) do sistema nervoso central (SNC). Suas extensas
projecdes suprem inervacdo noradrenérgica a muitas estruturas corticais e subcorticais do
encéfalo e da medula espinhal (Yang et al., 1997). Esta estrutura esta associada a um grande
namero de processos fisioldgicos e comportamentais, entre eles, ciclo sono-vigilia,
alimentacdo, controle respiratorio e cardiovascular, nocicep¢do, termorregulacdo e
aprendizado (Hobson et al., 1975; Aston-Jones, 1985; Oyamada et al., 1998; Fabris et al.,
2000; Almeida et al., 2004).

Nos mamiferos existem alguns estudos que demonstram que os neurénios do LC tem
sua taxa de disparo relacionada a atividade respiratoria, ou seja, eles tém acesso direto as
informacBes dos nucleos respiratorios bulbares (Oyamada et al., 1998, 1999; Andrzejewski et
al., 2001). Estimulag&o elétrica e quimica do LC atenua a inibicdo da inspiracdo causada pela

estimulacdo elétrica no Complexo Botzinger, sugerindo que 0s neurénios noradrenérgicos do


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T3J-3SBVW3T-B&_coverDate=02%2F28%2F1998&_alid=175278852&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_qd=1&_cdi=4948&_sort=d&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=9ef9edc10601edd72eb18bc5e5db9d63#b20#b20

21

LC também desempenham um papel na modulacéo da inibi¢éo da inspiracdo promovida pelo
Complexo Botziger (Wang et al., 2004).

Alguns estudos demonstram que a acidificacdo do LC (por meio de injecédo de
acetazolamida ou exposicdo ao CO,) causa um aumento da atividade do nervo frénico,
mostrando assim que esse nlcleo tem uma importante participacdo na resposta ventilatoria ao
CO; (Elam et al, 1981; Coates et al., 1993; Pineda & Aghajanian, 1997). Segundo Haxhiu et
al. (2001), o aumento da atividade dos neurénios do LC induzido pela hipercapnia promove a
liberagdo de noradrenalina, que possivelmente ird atuar nos neurdnios respiratorios bulbares
para promover 0 aumento da ventilagdo. Recentemente, nosso laboratério demonstrou que a
lesdo quimica dos neur6nios noradrenérgicos do LC com a neurotoxina 6-OHDA (6-
hidroxidopamina) ou lesdo dos neur6nios que expressam receptores NK-1 com a toxina SP-
SAP (substancia P conjugada a saporina), atenua a hiperventilagcdo induzida por hipercapnia
(7% CO,) (Biancardi et al., 2008; de Carvalho et al., 2010). Uma reducdo dos neur6nios
noradrenérgicos do LC em aproximadamente 80% foi associada a uma diminuicéo da resposta
ventilatéria ao CO, de aproximadamente 64%, indicando que este nicleo exerce um profundo
efeito no drive respiratorio ao CO; (Biancardi et al., 2008). Este fato sugere que 0s neurbnios
noradrenérgicos do LC estdo envolvidos no processamento ou na modulacdo da informacéo
quimiorreceptiva. Dados em anfibios também indicam que os neur6nios noradrenérgicos do
LC constituem uma regido de quimiorrecep¢do central (Noronha-de-Souza et al., 2006).
Portanto, com base nesses dados pode-se dizer que a ampla distribuicdo dos
quimiorreceptores centrais desenvolveu-se cedo na evolucao dos vertebrados. Provavelmente,
a transicdo da respiracdo aquatica para a aérea esteve associada a demanda por um sistema de
controle mais flexivel e sensivel ao CO,, 0 que resultou no desenvolvimento de multiplas
regibes centrais para a deteccdo do CO,/pH.

Além de participar de diversos processos fisioldgicos, o LC também esta envolvido
em varias doencas, incluindo a sindrome do panico, estresse pos-traumatico, depressdo e
hipertensdo (Singewald & Philipu, 1998). Neste contexto, pacientes com sindrome do panico
apresentam uma sensibilidade aumentada ao CO, e também parecem possuir uma funcao
noradrenérgica alterada (Bailey et al., 2003). De fato, doencas como a sindrome da morte
subita em neonatos (SIDS) e a sindrome congénita de hipoventilacdo central (CCHS) também
estdo ligadas as anormalidades do sistema noradrenérgico, sendo que em 15.2% dos casos de
SIDS, os neurdnios noradrenérgicos sdo anormais (Weese-Mayer et al. 2004).

Varios neurotransmissores modulam a atividade dos neurbnios do LC. Mais
recentemente, foi sugerido que o ATP ocasiona mudangas na taxa de disparo dos neurénios do
LC (Tschopl et al., 1992; Illes et al., 1994; Scheibler et al, 2004).


http://jp.physoc.org/cgi/content/full/570/2/385#B56
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Neuromodulacao purinérgica

O conceito de um sistema de sinaliza¢do purinérgica utilizando nucleotideos de purina e
nucleosideos como mensageiros extracelulares, foi proposto primeiramente ha quase 40 anos
por Burnstock (1972). Este conceito teve uma resisténcia consideravel por muitos anos, pelo
fato do ATP ser uma fonte de energia intracelular envolvida em varios ciclos metabdlicos.
Entretanto, atualmente, o conceito € amplamente aceito. Diversos estudos indicam que o ATP
pode atuar como neurotransmissor ou neuromodulator no SNC e, incluindo areas envolvidas
na regulacdo cardiovascular e respiratoria (Thomas & Spyer, 2000; Thomas et al., 2001,
Gourine et al., 2002, 2005; Antunes et al., 2005), entre elas 0 LC (Yao & Lawrence, 2005).

Os neurdnios do LC sdo de interesse particular na sinalizacdo purinérgica, uma vez que
0 ATP pode atuar como neurotransmissor ou neuromodulador de neurénios que projetam para
0 LC, ou como cotransmissor em axonios laterais/dendritos em neurdnios do LC (Tschopl et
al., 1992; Nieber et al., 1997; Poelchen et al., 2001). Adicionalmente, a tirosina hidroxilase
(TH) é colocalizada com receptors P2X no LC (Yao et al., 2000) e a,5-meATP (agonista
seletivo para receptor P2X) excita 0s neurdnios do LC em preparagdo in vitro da ponte
(Tschopl et al., 1992; Shen & North, 1993).

O ATP modula agdes fisiologicas por meio da ativacdo dos receptores purinérgicos P2
(Burnstock, 1997), que foram divididos em duas classes principais baseadas em diferencas
estruturais e funcionais. Os receptores P2Y, que séo acoplados a proteina G, enquanto que 0s
receptores P2X sdo ligantes dependentes de canais idnicos (Abbracchio & Burnstock 1994;
Fredholm et al., 1994; Mateo et al., 1998). Recentemente, Yao & Lawrence (2005) sugeriram
que o ATP no LC, atuando em receptores P2X, modula o sistema cardiovascular e que existe
uma interacdo funcional entre sistemas purinérgico e noradrenérgico, que sdo tonicamente
ativos dentro do LC do rato. Esses autores demonstraram que a microinjecdo do agonista de
receptor P2X intra-LC promoveu hipotensdo e bradicardia e que o efeito foi devido a ativacao
dos receptores P2X, uma vez que a aplicacdo de idazoxan (antagonista a2 adrenérgico) ndo
alterou a resposta depressora do agonista. A microinjecdo dos antagonistas de receptor P2
promoveu hipertensdo e taquicardia em animais anestesiados. O ATP pode ter um efeito
duplo na liberacdo de noradrenalina: facilitacdo, via ativacdo de receptores pré-sinapticos
P2X, ou depressdo, via ativacdo de receptores pré-sinapticos P2Y (Boehm, 1999). Mais ainda,
0 ATP e a noradrenalina (NE) sdo cotransmissores em “neurdnios purinérgicos” que projetam
para o LC, como do nucleo paragigantocellularis (Egan et al., 1983; Aston-Jones et al., 1991;
Williams et al., 1991).

Os receptores P2X sdo expressos em neurdnios respiratérios do bulbo e outras areas do

tronco encefalico que tem papel importante no controle respiratério (Kanjhan et al., 1999;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=1499658&ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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Gourine et al., 2003). A microinjecdo de ATP e do agonista endégeno de receptor P2X em
ndcleos respiratorios do tronco encefélico, tais como o NTS e bulbo ventrolateral, provoca
mudancas na freqliéncia e na amplitude respiratéria (Thomas et al., 2001; Antunes et al.,
2005).

Estudos demonstraram que a hipercapnia promove o aumento na liberacdo de ATP no
bulbo ventrolateral e o blogueio de receptores P2X nesta area reduziu a resposta ventilatéria a
hipercapnia, indicando que a sinalizagdo de ATP-P2X tem um papel critico na
quimiorrecepg¢do ao CO,/pH (Thomas & Spyer, 2000; Gourine et al., 2005).

Gourine et al. (2002) demonstraram que o ATP também tem um papel importante na
regulacdo da temperatura corporal. Nesse estudo, 0s autores demonstraram que a microinjecéo
do analogo do ATP (a,-meATP) no terceiro ventriculo diminuiu a temperatura corporal em
ratos, por meio da ativacdo de mecanismos de perda de calor e inibicdo da termogénese. Por
outro lado, a microinjecdo de antagonistas P2 induziu aumento da temperatura corporal em
condicdes de termoneutralidade e acima da zona termoneutra. Contudo, ainda ndo existem
dados na literatura sobre a participacdo do ATP, especificamente no LC, nas alteragdes de
temperatura induzidas por hipercapnia.

Portanto, em vista das evidéncias expostas, a proposta deste estudo foi investigar a
participacao da sinalizacéo purinérgica no LC nas respostas cardiorrespiratorias e térmicas em
condicdes normocapnicas e hipercapnicas em ratos Wistar ndo anestesiados. N0ss0s
experimentos apresentam uma grande vantagem em relacdo a abordagem experimental, uma

vez que as respostas foram obtidas de animais livre dos efeitos depressores da anestesia.
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2. OBJETIVOS

Em vista das evidéncias apresentadas, o presente estudo avaliou a possivel participagdo
do ATP, agindo em receptores purinérgicos do LC, na regulagdo das respostas
cardiorrespiratorias e termorreguladoras em condi¢es normocépnicas e durante hipercapnia,
por meio da microinjecdo do agonista de receptor P2X (a,-metileno ATP), e dos antagonistas
ndo seletivos de receptor P2 (acido piridoxal-fosfato-6-azofenil-2’,4’-disulfénico — PPADS e

suramin) no LC de ratos Wistar ndo anestesiados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Os experimentos foram realizados com ratos Wistar, pesando de 300 a 350g. Os animais
foram acondicionados a temperatura controlada de 24 - 26°C e submetidos a um ciclo
claro/escuro de 12/12h. Os animais tiveram livre acesso a dgua e racdo e 0S experimentos
foram realizados entre 8:00 e 17:00. O estudo foi conduzido conforme as normas da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e sob aprovacdo do
Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal (Protocolo:
000130-09).

3.2. Drogas e mistura gasosa utilizadas

Os farmacos «,f-metileno ATP (agonista seletivo para receptor P2X), PPADS e suramin
(antagonistas ndo seletivos para receptor P2) foram adquiridos da Sigma (St. Luis, MO, EUA)
e foram dissolvidos em salina estéril e apirogénica. A mistura gasosa de 7% CO, 21% O, em
N2 balango foi adquirida da White Martins Gases Industriais Ltda (Osasco, SP).

3.3. Cirurgias estereotaxicas
Para a realizacdo das cirurgias estereotaxicas, os animais foram anestesiados com
ketamina (100 mg/kg, ip) e xilasina (10 mg/kg, ip) e fixados em um estereotaxico (Kopf
Instruments, Kent, Inglaterra) (Figura 1).
3.3.1. Implantacéo de canula unilateral no LC: Uma céanula guia de aco inoxidavel
(15 mm de comprimento e 0,7 mm de didmetro externo) foi implantada 1 mm acima do LC de
acordo com as coordenadas adaptadas de Paxinos e Watson (1998); LC: angulacao da torre:
15° AP: -3,4 mm do lambda, L: -1,2 mm do lambda, D: -5,8 mm. A céanula foi fixada ao
cranio por meio de parafusos e acrilico dental. Um mandril foi mantido dentro da canula para
prevenir oclusdo da canula e infeccdo. O periodo de recuperacdo poés-cirargica foi de sete
dias. Ao final das intervengbes cirlrgicas os animais foram tratados com antibidtico
(enrofloxacina,10 mg/kg, subcutaneo) e analgésico (flunixina meglumina, 2.5 mg/kg,

subcutaneo).
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Figura 1. Aparelho estereotaxico

3.4. Medidas da temperatura corporal

Um sensor e registrador de temperatura integrado (“dataloggers”) (SubCue, Calgary,
AT, CA) (Figura 2) foi implantado na cavidade abdominal dos ratos, através de uma inciséo
na parede abdominal um dia antes dos experimentos, no mesmo dia da implantacdo do cateter

na artéria aorta abdominal.

Figura 2. “Datalogger” (SubCue, Calgary, AT, CA).

3.5. Determinacdo da pressao arterial média e freqtiéncia cardiaca

Um dia antes dos experimentos, os ratos foram anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol
(Aldrich, Milwaukee, WI, EUA) e um cateter [PE-10 conectado a um PE-50 (Clay Adams,
Parsippany, NJ)] foi inserido na aorta abdominal através da artéria femoral para medida direta
da pressdo arterial pulsatil (PAP). O cateter foi exteriorizado subcutaneamente no dorso do
animal e fixado na area interescapular para ser conectado a um transdutor de pressdo estando
consciente, livre para movimentar-se no interior da camara de pletismografia no dia seguinte
(24 horas apo0s a cirurgia). Os sinais da PAP foram adquiridos por um transdutor de pressao
(modelo TSD 104A, Biopac systems, Inc, Santa Barbara, CA), amplificador (modelo DA
100C, Biopac systems, Inc, Santa Barbara, CA) e registrados em um computador. A pressdo
arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram quantificadas a partir da PAP

utilizando o mesmo sistema (MP100 A-CE, Biopac systems, Inc, Santa Barbara, CA).
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3.6 Determinacao de pH e gases sanguineos

Amostras de sangue arterial foram obtidas de ratos durante normocapnia e
hipercapnia nos grupos salina, «,f-metileno ATP (1 nmol) e PPADS (0,5 e 1 nmol) via
cateter implantado na artéria femoral (item 3.5). Duas gotas de sangue foram colhidos por
um cartucho (EG7+) para analise imediata do pH arterial (pHa), pressdo parcial de didxido
de carbono (PaCO,), presséo parcial de oxigénio arterial (PaO;) e bicarbonato do plasma
(HCO3) por meio do analisador portétil de gases sanguineos i-STAT (i-STAT Analyzer,
Abbott Laboratories, EUA, NY) (Figura 3).

Figura 3. Analisador de gases sanguineos i-STAT e cartucho (EG7+).

3.7. Microinjecdes

Uma seringa Hamilton (5uL) e uma agulha (Mizzy 200 um de diametro externo)
conectada a um tubo de polietileno PE-10 foram utilizadas para realizar as microinjecdes no
LC. As injecdes foram feitas com um volume de 40 nL durante 5 segundos utilizando-se um
aparelho de microinjecdo (modelo 310, Stoelting Co., Il, EUA). Uma solucdo de 5% de
microesferas de latex fluorescente (Lumafluor, New City, NY, EUA) foi adicionada ao
veiculo e as drogas (a,f-metileno ATP, PPADS e suramin) para posterior identificagdo

histoldgica da regido das microinjecdes (Guyenet et al., 1990; Moreira et al., 2006).

3.8. Determinacéo da Ventilacdo

A ventilacdo foi medida por pletismografia de corpo inteiro em sistema fechado
(Bartlett & Tenney, 1970) (Figura 4). Durante a realizacédo de cada medida de ventilagéo, o
fluxo de ar foi interrompido e a camara do animal permaneceu totalmente vedada por

aproximadamente 2 minutos. As oscilagfes da temperatura do ar da cdmara causadas pela
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respiragdo foram medidas como oscilacGes de presséo, pelo fato do volume de ar corrente
inspirado ser aquecido da temperatura da cAmara a Tc e saturado com vapor de agua,
enquanto que o volume de ar corrente expirado ser novamente esfriado até a temperatura da
camara. Sinais de um transdutor de diferencial de pressdo, conectado a cdmara do animal e a
uma camara de referéncia, foram coletados por um pré-amplificador, passando por um
conversor analdgico-digital, digitalizados em um computador equipado com um programa
para aquisicdo e analise de dados (AcqKnowledge MP 100, BioPac Systems, Inc., Santa
Barbara, CA, EUA). A calibracdo do volume foi obtida durante cada experimento, injetando-
se um volume conhecido de ar dentro da cadmara do animal (1mL) com o uso de uma seringa
graduada. A linearidade da resposta pletismografica foi testada injetando diferentes volumes
dear (0.2,0.4,0.6,0.8, e 1 mL; r2=0.98) indicando a ordem dos volumes correntes esperados.
Duas variaveis respiratorias foram medidas, a freqtiéncia respiratoria (fR) e o volume corrente
(V7), sendo o ultimo calculado por meio da formula de Malan (1973):

V1 = Vi X P1/Pk X TalTr X (Pg - Po)/[ (Pg - Pc) — TalTc] X (Ps — PRr)

V: Volume de ar corrente.

Vk: Volume de ar injetado na camara do animal para calibracao.

Pr: Deflex@o de pressdo associada com cada volume de ar corrente.

Pk: Deflexd@o de pressdo associada ao volume injetado para calibracéo.

Tc: Temperatura corporal (em Kelvin).

Tr: Temperatura do ambiente.

Ta: Temperatura do ar dentro da camara do animal.

Pr: Pressdo de vapor da dgua a Tc.

Pg: Presséo baromeétrica.

Pc: Pressdo de vapor do vapor de 4gua na camara do animal.

A ventilacdo (Ve) foi calculada pelo produto da freqiiéncia respiratoria (fR) pelo
volume corrente (V7). A Ve e o Vy foram apresentados nas condicGes de pressdo barométrica
ambiente, a T¢ e saturados com vapor d’agua (BTPS). De acordo com Malan (1973), Tr pode
ser levemente menor que a Ta devido a producéo de calor do animal dentro da cdmara. A Pc

foi calculada indiretamente utilizando uma tabela apropriada (Dejours, 1981).
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Figura 4. Camara de pletismografia de corpo inteiro e cadmara de referéncia.

3.9. Protocolos Experimentais

3.9.1. Efeito da microinjecdo intra-LC do agonista seletivo de receptor P2X (a,p-
meATP) sobre a Ve, PAM, FC e Tc durante normocapnia normoxica e hipercapnia em ratos

Sete dias apds a cirurgia estereotaxica, os animais foram colocados em uma camara
pletismogréafica (5 L) e a T¢ foi continuamente medida usando os “datallogers”. A camara foi
inicialmente ventilada com ar atmosférico (21% O,) por um periodo de aclimatacdo de no
minimo 30 minutos. Foram entdo realizadas duas medidas controle de ventilacdo e pressao
arterial pulsatil (aproximadamente 10 minutos entre as duas medidas). Em seguida, 0s animais
receberam injecdo intra-LC do veiculo (salina) ou do «,f-meATP e foram mantidos em
normocapnia normoxica por 1 hora, onde a camara foi ventilada com uma mistura gasosa
contendo ar atmosférico (21% O,). As medidas cardiorrespiratdrias foram realizadas 2, 5, 10,
15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos apds a microinjecdo. As doses do agonista foram de 0,5 nmol/
40 nL e 1 nmol/ 40 nL baseadas no estudo de Yao & Lawrence (2005). As microinjecGes no
LC foram feitas em um volume de 40 nL.

Em outro grupo, a microinjecdo do veiculo ou do agonista foi realizada no mesmo
momento em que os animais foram submetidos a hipercapnia onde a camara foi ventilada com
uma mistura gasosa contendo 7% CO,, 21% O, e equilibrada com N, (White Martins Gases
Industriais Ltda, Osasco, SP) por 30 minutos. As medidas cardiorrespiratorias foram
realizadas 2, 5, 10, 15, 20, 30 ap06s a microinje¢do. Finalmente, os ratos retornaram a
normocapnia normdxica por 30 minutos para recuperagdo do animal aos valores basais de
ventilagdo e pressdo arterial, e as medidas cardiorrespiratorias foram realizadas ap6s 10, 20 e

30 minutos.

3.9.2. Efeito da microinjecdo intra-LC do antagonista P2 n&o seletivo (PPADS) sobre a

Ve, PAM, FC e T¢ durante normocapnia normaxica e hipercapnia em ratos
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Esses experimentos foram realizados de forma similar ao protocolo anterior, exceto pela
droga utilizada: PPADS, nas doses de 0,5 nmol/ 40 nL (com base no estudo de Yao &
Lawrence, 2005) e 1 nmol/ 40 nL. As microinje¢fes no LC foram feitas em um volume de 40
nL.

3.9.3. Efeito da microinjecao intra-LC do antagonista P2 n&o seletivo (suramin) sobre
a Ve, PAM, FC e T¢ durante normocapnia normoxica e hipercapnia em ratos

Esses experimentos foram realizados de forma similar ao protocolo 3.9.1, exceto pela
droga utilizada: suramin (1 nmol; com base no estudo de Yao & Lawrence, 2005). As

microinjecdes no LC foram feitas em um volume de 40 nL.

3.10. Histologia

Os animais foram profundamente anestesiados e perfundidos atraves do ventriculo
esquerdo do coracdo com 60 mL de salina estéril seguida de 60 mL de uma solugéo de formol
a 10%. Em seguida os animais foram decapitados, o encéfalo foi retirado e imerso em solugéo
de formol a 10%. O tecido entdo foi congelado no isopentano (99%, Synth) por 1 min e
embebido em Tissue Tek O.C.T., cortado no criostato (Leica CM 1850) a 30 um em toda a
extensdo do LC. Os cortes do mesmo animal foram divididos em dois procedimentos: alguns
cortes foram corados pelo metodo de Nissl e outros foram embebidos em xilol por alguns
minutos para que as microesferas estivessem visiveis em microscépio de fluorescéncia. A
analise microscopica da regido de microinjecdo foi feita em microscépio multifuncional
optico e de fluorescéncia (AXIO IMAGER Z2, Carl Zeiss do Brasil Ltda., Brasil).

A fotomicrografia fluorescente foi tirada através do aplicativo Mosaix utilizando o
programa de aquisicdo de imagens AxioVision acoplado ao microscopio multifuncional Zeiss.
Com este aplicado foi possivel tirar varias fotos histoldgicas de um mesmo corte em forma de
mosaico para formacdo de apenas uma foto para visualizacdo de uma maior area que na

objetiva de 10x ndo seria possivel tal visualizacao.

4. ANALISE DOS DADOS

As variaveis cardiorrespiratérias e térmicas foram comparadas entre os tratamentos
tempo a tempo pelo teste de medidas repetidas two-way ANOVA. Os tempos em
normocapnia e hipercapnia foram analisados separadamente para determinar o efeito da
microinjecdo da droga. Para determinar o efeito da hipercapnia, as varidveis foram

comparadas entre os periodos de normocapnia e hipercapnia pelo teste one-way ANOVA
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[fatores: normocapnia, hipercapnia / salina; hipercapnia / a,f-meATP (2 doses); hipercapnia /
PPADS (2 doses); hipercapnia / suramin].

Os valores de pHa, PaCO,, PaO, e concentracdo plasmatica de HCO; foram
comparados dentro do mesmo grupo entre os valores da amostra antes da microinjecéo e 20
minutos apos a microinjecdo por teste t pareado; e entre grupos por teste t ndo pareado.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SAS® (Littel et
al., 2002) e a diferenca entre as médias por teste de Tukey. Os valores obtidos foram
normalizados como porcentagem (%) em relacdo aos valores basais e expressos como média

+ E.P.M. Foram considerados significativos valores de P < 0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Histologia

Na figura 5A esta apresentada uma fotomicrografia de uma seccéo transversal do tronco
encefalico de um animal representativo dos grupos mostrando a regido de microinje¢do no
LC. Na figura 5B esta apresentada uma fotomicrografia fluorescente de um corte do mesmo
encéfalo da figura 5A mostrando a fluorescéncia das microesferas na regido do LC
demonstrando que a microinjecao foi especifica no LC, ndo apresentando fluorescéncia no

quarto ventriculo ou outra regido da ponte.
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Figura 5. A. Fotomicrografia de uma sec¢do transversal do tronco encefalico mostrando a
regido de microinjecdo (seta) intra-Locus coeruleus (LC) de um animal representativo dos
grupos em objetiva de 2,5x. B. Fotomicrografia fluorescente de uma sec¢do transversal do
tronco encefalico mostrando a fluorescéncia das microesferas (seta) intra-Locus coeruleus
(LC) do mesmo animal em objetiva de 10x. 4V: quarto ventriculo. Linha pontilhada: regido

do LC contralateral a microinjecdo. Barra de calibracao: 500 pum.

5.2. Temperaturas da Camara e do ambiente

Durante a realizacdo de todos os protocolos experimentais a temperatura média da

camara foi de 25.4 + 0.3°C., e a temperatura média da sala foi de 24,7 + 0.32°C.
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5.3. Efeito da microinjecéo intra-LC do agonista seletivo de receptor P2X (a,f-meATP)
sobre a Ve, PAM, FC e T¢ durante normocapnia e hipercapnia em ratos

A microinjecdo de a,f-meATP nas duas doses (0,5 e 1 nmol/ 40 nL) ndo alterou as
variaveis respiratorias durante normocapnia (Figura 6A), mas promoveu um aumento da
ventilagdo nos tempos 2 e 10 minutos apds a microinjecdo durante hipercapnia na dose 0,5
nmol/ 40 nL (2 min: 800,04 + 56,39 para o grupo veiculo e 1251,95 # 66,60 mL.kg™*.min™
para o grupo 0.5 nmol, P = 0,0001; 10 min: 1523,47 £ 105,77 para o grupo veiculo e 1702,34
+ 89,21 mL.kg™.min™ para o grupo 0,5 nmol, P = 0,0289) (Figura 6B). Esse aumento da
ventilagdo ocorreu devido ao aumento da fR nos mesmos momentos (2 min: 114,10 + 9,03
para o grupo veiculo e 131,50 + 6,72 mL.kg".min™ para o grupo 0,5 nmol, P = 0,0002; 10
min: 139,90 + 5,59 para o grupo veiculo e 144,83 + 7,10 mL.kg™.min™ para o grupo 0,5 nmol
P = 0,0269). A hipercapnia induziu aumento na ventilacdo (P < 0,0001), que resultou dos

aumentos da frequéncia respiratoria e volume corrente nos trés grupos.
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Figura 6. Efeito da microinjecéo de «,-meATP (0,5 nmol/40 nL e 1 nmol/40 nL) ou veiculo (40 nL

salina) no Locus coeruleus (LC) sobre o volume corrente (V+), a freqiéncia respiratéria (fR) e a

ventilacdo (Ve ) de ratos em normocapnia (A) e durante hipercapnia (B). A seta indica 0 momento da

microinjecdo. * Indica diferenca estatistica entre os grupos salina e o,8-meATP 0,5 nmol (P < 0,03).

A microinjecdo de «,-meATP nas duas doses (0,5 e 1 nmol/ 40 nL) ndo promoveu

alteracbes na PAM e FC em normocapnia (Figura 7A) e hipercapnia (Figura 7B). A

hipercapnia ndo promoveu alteragdes significativas nas variaveis cardiovasculares, embora

haja uma tendéncia de diminui¢do da FC 30 minutos apds a microinjecdo observada atraves
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do calculo do A da FC (valor apds 30 min da microinje¢ao — valor basal) (A FC grupo salina =
- 28,31; A FC ¢,-meATP 0,5 nmol = 10,77; A FC o,-meATP 1 nmol = - 44,92).
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Figura 7. Efeito da microinjecdo de «,8-meATP (0,5 nmol/40 nL e 1 nmol/40 nL) ou veiculo (40 nL
salina) no Locus coeruleus (LC) sobre a pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de

ratos em normocapnia (A) e durante hipercapnia (B). A seta indica 0 momento da microinjecao.

As figuras 8A e B mostram os valores de temperatura corporal de animais que
receberam salina ou a,f-meATP durante normocapnia e hipercapnia respectivamente. A
microinjecdo de «,f-meATP ndo alterou a Tc em normocapnia e hipercapnia. A hipercapnia

também ndo promoveu alteracfes na Tc. Ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos.



36

>
W

—~- Veiculo (salina) (n=12)
= a,f-meATP 0,5nmol (n=6)
- a,-meATP 1 nmol (n=4)

- Veiculo (salina) (n=11)
= a,f-meATP 0,5 nmol (n=6)

= 105 § 105 = a,f-meATP 1 nmol (n=5)
T 100 S 100
ot 95 v F 95 | 7% CO,
40 0 10 20 30 40 50 60 10 0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 8. Efeito da microinjecdo de a,f-meATP (0,5 nmol/40 nL e 1 nmol/40 nL) ou veiculo (40 nL
salina) no Locus coeruleus (LC) sobre a temperatura corporal (Tc) de ratos em normocapnia (A) e
durante hipercapnia (B). A seta indica 0 momento da microinjegdo. Os valores s&0 expressos como
média + E.P.M.

5.4. Efeito da microinjecdo intra-LC do antagonista P2 ndo seletivo (PPADS) sobre a
Ve, PAM, FC e T¢ durante normocapnia e hipercapnia em ratos

Durante a normocapnia, a microinjecdo de PPADS na dose 0,5 nmol/ 40nL promoveu
queda da fR 2 e 5 minutos apds a microinjecdo (2 min: 107,33 £ 6,79 para o grupo veiculo e
61,00 + 11,00 mL.kg™*.min™* para o grupo 0.5 nmol, P = 0,0006; 5 min: 108,00 + 7,55 para 0
grupo veiculo e 75,20 + 4,72 mL.kg™.min™ para o grupo 0,5 nmol, P = 0,0068) (Figura 9A).
Na dose de 1 nmol/ 40 nL ndo houve alteracbes nas variaveis respiratorias. A hipercapnia
induziu aumento gradual da ventilacdo nos 3 grupos (P < 0,0001), mas a microinjecdo do
PPADS, nas duas doses, ndo alterou as variaveis respiratorias durante a hipercapnia (Figura
9B).
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Figura 9. Efeito da microinjecdo de PPADS (0,5 nmol/40 nL e 1 nmol/40 nL) ou veiculo (40 nL

salina) no Locus coeruleus (LC) sobre o volume corrente (Vy), a freqliéncia respiratéria (fR) e a

ventilacdo (Ve ) de ratos em normocapnia (A) e durante hipercapnia (B). A seta indica 0 momento da

microinjecdo. * Indica diferenca estatistica entre os grupos salina e PPADS 0,5 nmol/ 40 nL (P <

0,007).

Durante a normocapnia, a microinjecdo de PPADS intra-LC na dose 1 nmol/ 40 nL

promoveu aumento da PAM 20 minutos ap6s a microinjecdo (106,18 + 3,30 para 0 grupo
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veiculo e 118,79 + 4,70 mmHg para o grupo 1 nmol, P =0,0234) e aumento da FC a partir de
5 minutos até 60 minutos apds a microinjecdo (resposta maxima em 20 min: 369,29 + 7,40
para o grupo veiculo e 439,41 + 25,91 bpm para o grupo 1 nmol, P = 0,0212) (Figura 10A).
Em hipercapnia, houve um aumento da PAM 15 minutos apds a microinje¢cdo de PPADS na
dose 0,5 nmol/ 40 nL (109,74 + 2,29 para o grupo veiculo e 123,02 + 4,55 mmHg para o
grupo 0,5 nmol, P = 0,0479) e ndo houve alteracdes significativas na FC (Figura 10B). A
hipercapnia ndo promoveu alteragcdes significativas nas variaveis cardiovasculares, embora
haja uma tendéncia de diminui¢cdo da FC 30 minutos ap6s a microinjecdo em todos 0s grupos
(A FC grupo salina = - 28,87; A FC PPADS 0,5 nmol = - 28,45; A FC PPADS 1 nmol = -
9,22).



39

A. B
- Veiculo (salina) (n=8 , .
~ PPADS %,Snmgl((nzg) -~ Veiculo (salina) (n=8)
~ PPADS 1 nmol (n=5) + PPADS 0,5 nmol (n=6)
130" ~ PPADS 1 nmol (n=7)
g 120+ :g\ 9
g ) 8 120
8 1104 8 110 1
S 100- %ﬁiﬁ = 100- Wﬁ:@
= S
<C 90 904
o < 7% CO,
80- 2 80- —
-10 0 10 20 30 40 50 60 -10 0 10 20 30 40 50 60
) 150' ~— 150-
© ©
& o
o) O
o o
S 100- S 1001 ‘W
> g
O @)
S Yol oo
410 0 10 20 30 40 50 60 10 0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 10. Efeito da microinjecdo de PPADS (0,5 nmol/40 nL e 1 nmol/40 nL) ou veiculo (40 nL
salina) no Locus coeruleus (LC) sobre a pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de
ratos em normocapnia (A) e durante hipercapnia (B). A seta indica 0 momento da microinjecdo. *
Indica diferenca estatistica entre os grupos salina e PPADS 1 nmol (P < 0,04). * Indica diferenca

estatistica entre os grupos salina e PPADS 0,5 nmol (P = 0,0479).

As figuras 11A e B mostram os valores de temperatura corporal de animais que
receberam salina ou PPADS nas doses de 0,5 e 1 nmol/ 40 nL durante normocapnia e
hipercapnia respectivamente. A microinjecdo de PPADS ndo alterou a T¢c em normocapnia e
hipercapnia. A hipercapnia também ndo promoveu alteracdes na Tc. Ndo houve diferenca

estatistica entre 0s grupos.
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Figura 11. Efeito da microinjecdo de PPADS (0,5 nmol/40 nL e 1 nmol/40 nL) ou veiculo (40 nL
salina) no Locus coeruleus (LC) sobre a temperatura corporal (Tc) de ratos em normocapnia (A) e

durante hipercapnia (B). A seta indica 0 momento da microinjecéo.

5.5. Efeito da microinjecdo intra-LC do antagonista P2 néo seletivo (suramin) sobre a
Ve, PAM, FC e T¢ durante normocapnia e hipercapnia em ratos

A microinjecdo de suramin ndo alterou as variaveis respiratorias durante normocapnia
(Figura 12A). A hipercapnia promoveu aumento da ventilacdo nos grupos salina e suramin (P
< 0,0001) (Figura 12B). A microinjecdo de suramin promoveu uma maior hiperventilacdo
induzida por hipercapnia 20 minutos apds a microinjecdo (1515,51 + 82,72 para 0 grupo
vefculo e 2112,71 + 138,98 mL.kg™*.min™ para o grupo suramin, P = 0,0203) (Figura 12B).
Embora ndo ha diferenca significativa entre o grupos em relacdo aos valores de Ve fR, esse

aumento da Ve ocorreu devido a uma tendéncia de aumento do V+ e da fR.
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Figura 12. Efeito da microinjecdo de suramin (1 nmol/40 nL) ou veiculo (40 nL salina) no Locus

coeruleus (LC) sobre o volume corrente (V7), a freqiiéncia respiratéria (fR) e a ventilagdo (Ve) de
ratos em normocapnia (A) e durante hipercapnia (B). A seta indica 0 momento da microinjecdo. *
Indica diferenca estatistica entre os grupos (P = 0,0203).

Com relacdo ao controle cardiovascular, a microinje¢do de suramin intra-LC durante a
normocapnia promoveu um aumento da PAM 20 minutos apds a microinjecao (105,67 + 2,30
para o grupo veiculo e 117,70 £ 7,05 mmHg para o grupo suramin, P = 0,0004) e um aumento
da FC 20 minutos ap6s a microinjecdo (379,56 * 8,74 para o grupo veiculo e 418,24 + 24,34
bpm para o grupo suramin, P =0,0017) (Figura 13A).
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Durante a hipercapnia, a microinje¢do de suramin promoveu um aumento da PAM 2
minutos apos a microinjecdo (110,31 + 3,50 para o grupo veiculo e 117,25 + 3,26 mmHg para
0 grupo suramin, P < 0,0001) e logo em seguida a PAM diminuiu, porém, ainda manteve-se
maior que o grupo veiculo (104,63 + 1,98 para o grupo veiculo e 105,96 + 1,05 mmHg para o
grupo suramin, P = 0,0409) e ndo induziu alteragdes na FC. A hipercapnia causou uma queda
na FC 15 e 30 minutos ap6s a microinje¢do (P < 0,0001) em relagdo aos valores basais em
ambos os grupos (Figura 13B). Os valores de A da FC foram: para o grupo salina = - 34,52;

para o grupo suramin = - 50,02.
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Figura 13. Efeito da microinjecdo de suramin (1 nmol/40 nL) ou veiculo (40 nL salina) no Locus
coeruleus (LC) sobre a pressdo arterial média (PAM) e freqgliéncia cardiaca (FC) de ratos em
normocapnia (A) e durante hipercapnia (B). A seta indica 0 momento da microinjecdo. * Indica

diferenca estatistica entre os grupos (P < 0,05).

As figuras 14A e B mostram os valores de temperatura corporal dos animais tratados
com suramin ou salina durante normocapnia e hipercapnia respectivamente. A microinjecao
de suramin promoveu aumento da T¢ a partir de 25 até 60 minutos ap6s a microinjecéo
(resposta maxima em 35 min: 38,32 + 0,18 para o grupo veiculo e 38,71 + 0,17 °C para o

grupo suramin, P < 0,0001) durante normocapnia quando comparado com o grupo salina e
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nenhuma alteragdo na T¢ foi observada durante exposicdo ao CO,, entretanto no periodo de
recuperacdo em normocapnia, houve aumento da T¢c no grupo suramin quando comparado
com o grupo salina (55 min: 38,11 £ 0,19 para o grupo veiculo e 38,71 + 0,17 °C para 0 grupo
suramin, P =0,0283). A hipercapnia ndo afetou a Tc.

A. B.
-~ Veiculo (salina) (n=13) -~ Veiculo (salina) (n=13)
- Suramin 1nmol (n=9) . - Suramin 1nmol (n=8)
= 105 . T 105
b « * * x x % L %
o
S 100 S 100
S S
O |—O 9
[ 05 v 95 l 7% CO,
0 0 10 20 30 40 50 60 -10 0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 14. Efeito da microinjecdo de suramin (1 nmol/40 nL) ou veiculo (40 nL salina) no Locus
coeruleus (LC) sobre a temperatura corporal (T¢) de ratos em normocapnia (A) e durante hipercapnia

(B). A seta indica 0 momento da microinjecdo. * Indica diferenca estatistica entre os grupos (P <
0,03).

5.6. Gases sanguineos e pH

A tabela 1 mostra pHa, PaCO,, PaO,, e HCO3; plasmatico de animais controle
(grupo salina) e grupos of-meATP (1 nmol) e PPADS (0,5 e 1 nmol) submetidos a
normocapnia (Tabela 1A) e hipercapnia (Tabela 1B). Durante normocapnia, ndo houve
alteracdes dos valores dos gases sanguineos, pH e HCO3". A exposicdo a 7% CO, causou
um aumento significativo na PaCO, (P < 0,01) e na PaO; (P < 0,01) e um decréscimo na
pHa (P < 0,01) em todos os grupos. Nenhuma das condigdes experimentais teve efeito
significativo nas concentraces plasmaticas de HCO3". Durante hipercapnia, ndo houve

alterac@es significativas dessas variaveis entre 0s grupos.
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Tabela 1. Pressdo parcial de O, e CO, (PaCO,, Pa0,), pH arterial (pHa) e concentracéo plasmatica de HCO; ([HCOsT1) de ratos Wistar nos grupos veiculo (salina),

af-meATP (1 nmol) e PPADS (0,5 e 1 nmol) antes da microinjecdo (Normocapnia a.m.) e 20 minutos ap6s a microinjecdo (Normocapnia p.m.) durante

normocapnia (A); e antes da microinjecdo (Normocapnia) e 20 minutos apés a microinjecdo (Hipercapnia) durante hipercapnia (7% CO,) (B).

Salina (n=7) aff-meATP 1 nmol (n=3) PPADS 0,5 nmol (n=2) PPADS 1 nmol (n=5)
A.
Normocapnia | Normocapnia | Normocapnia | Normocapnia | Normocapnia| Normocapnia [ Normocapnia| Normocapnia
(a.m.) (p.m.) (a.m.) (p.m.) (a.m.) (p.m.) (a.m.) (p.m.)
pHa 7,46 £ 0,01 7,47 £ 0,01 7,47 £0,01 7,47 £ 0,01 7,48 £ 0,04 7,50 £ 0,00 7,45+ 0,01 7,45+ 0,01
PaCO, (mmHg) | 32,71 +1,73 | 31,70+0,94 | 31,50+1,48 | 31,70+0,95 | 33,1+3,00 | 3155+ 0,65 | 33,98+1,07 | 31,32+1,10
PaO,(mmHg) | 81,71+200 | 81,43+162 | 84,33+6,06 | 8533+0,33 | 855+650 | 84,00+ 3,00 | 79,40+1,81 | 80,00+ 2,61
HCO;3™ 23,19+1,07 | 23,04+0,85 | 22,80+0,40 | 23,17+0,23 | 24,2+0,20 | 24,40+ 0,60 | 23,36 +0,63 | 21,74+ 1,04
Salina (n=12) aff-meATP 1 nmol (n=5) PPADS 0,5 nmol (n=6) PPADS 1 nmol (n=7)
B.
Normocapnia| Hipercapnia |Normocapnia| Hipercapnia |Normocapnia| Hipercapnia [Normocapnia| Hipercapnia
pHa 747+001 | 7,35+0,01* | 7,46+0,01 | 7,33+£0,01* | 7,49+0,01 7,33+ 0,01* 7,46 £ 0,01 7,34 £ 0,01*
PaCO, (mmHg) | 34,93+0,01 | 50,04 £0,59* | 37,08 +1,05 | 50,84 +0,79* | 33,85+0,98 | 50,48 £2,02* | 36,37 £0,57 | 47,59 +1,21*
PaO, (mmHg) | 82,08 +1,24 |117,42+1,08* | 81,20+ 1,39 | 118,00+ 1,79* | 87,17 £2,07 | 112,50 + 2,69* | 77,71 +1,86 | 114,86 + 1,99*
HCO;™ 2549+0,77 | 27,18+0,59 | 26,14+0,56 | 26,36 +0,68 | 25,67 +0,89 | 26,77+144 | 2587+0,69 | 2586+1,11

* Indica diferenca estatistica entre o tempo antes da microinje¢do e o tempo 20 minutos ap6s a microinje¢do dentro do mesmo grupo.
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6. DISCUSSAO

O sistema purinérgico tem sido estudado como um importante mediador da funcdo
cardiovascular no LC em animais anestesiados (Yao & Lawrence, 2005). No presente estudo,
0 papel do ATP no LC, especificamente dos receptores P2, no controle cardiorrespiratério e
na termorregulacdo em animais ndo anestesiados foi investigado por meio da microinjecéo do
agonista seletivo de receptor P2X (a,5-meATP) e dos antagonistas de receptor P2 (PPADS e
suramin) intra-LC. Nos fornecemos a primeira evidéncia funcional de que a neuromodulagdo
purinérgica no LC é importante para o controle cardiorrespiratorio e térmico em condicGes
normocéapnicas e em resposta & hipercapnia em animais ndo anestesiados.

Em condi¢Bes normocéapnicas e normoxicas, a microinjecdo do agonista de receptor
P2X (a,-meATP) ou do antagonista P2 (suramin) ndo alterou as variaveis respiratorias ( Ve,
Vr e fR). Entretanto, a microinjecdo de PPADS (0,5 nmol) promoveu uma queda da fR 2
minutos apds a microinjecdo e uma tendéncia de aumento do V1, contudo, a Ve ndo foi
alterada. Somente na dose de 0,5 nmol/ 40 nL este efeito foi observado na fR, demonstrando
que pode ndo ser uma resposta dose-dependente.

Estudos mostraram que a aplicacdo de agonistas de receptor P2X (2-metiltioATP e a,f-
meATP) em preparacdo in vitro da ponte causaram despolarizagdo dos neurdnios
noradrenérgicos do LC, que pode ser atenuada por antagonistas purinérgicos P2 (Harms et al.,
1992; Tschopl et al., 1992). De acordo com Nieber et al. (1997), a ativacdo de receptores P2X
do LC promove liberacdo de noradrenalina (NE), que pode ser co-liberada com ATP
(Poelchen et al., 2001). Adicionalmente, Yao et al. (2000) observaram um alto grau de
colocalizacao entre células positivas para tirosina hidroxilase (TH) e receptores P2X por todo
o tronco enceféalico, incluindo o LC (principalmente os receptores P2X; e P2Xg). Portanto, em
vista das evidéncias acima, podemos sugerir que no presente estudo, as doses utilizadas do
agonista podem ndo ter sido suficientes para promover uma liberacdo de NE e ATP no LC
que resultasse em alteracdes na ventilacdo em condigcdes basais ou mesmo o sistema pode ter
atingido sua capacidade maxima em resposta a sinalizacdo purinérgica, ndo havendo a
possibilidade de uma resposta adicional ao estimulo do agonista. Porém, quando os receptores
purinérgicos foram antagonizados por PPADS, houve uma gqueda da fR, mas a ventilacdo nédo
foi alterada. Uma possivel explicacdo para os diferentes efeitos observados com o PPADS e
suramin seria o fato do suramin ser um antagonista ndo seletivo para receptores P2, portanto,
sua afinidade € alta tanto para receptores P2X e P2Y; enquanto que o PPADS é mais seletivo
para receptores P2X do que P2Y (Lambrecht, 2000; McLaren et al., 1994; Ziganshin et al.,
1994; Humphrey et al., 1995). Adicionalmente, o LC contém mais receptores P2X do que
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receptores P2Y, principalmente os subtipos P2X,, P2X3 e P2Xs (Yao et al., 2000). Na regido
do LC existem receptores pos-sinapticos P2X e P2Y o0s quais promovem despolarizacdo dos
neurdnios noradrenérgicos do LC (Harms et al., 1992; Shen & North, 1993; Scheibler et al.,
2004). Sendo assim, podemos sugerir que o ATP ¢ tonicamente liberado no LC em condicGes
normocéapnicas para manter a frequéncia respiratéria, corroborando a revisao de Hilaire et al.
(2004), e quando os receptores P2X sdo blogueados, a despolarizacdo dos neurdnios
noradrenérgicos € atenuada, promovendo essa queda inicial da fR, que rapidamente se
restabelece. J& o suramin ndao promoveu alteracBes na ventilagio em normocapnia. Este
antagonista age em ambos os receptores P2X e P2Y e embora o LC apresente mais receptores
P2X, os terminais dos neurdnios do LC expressam receptores P2Y, 0s quais inibem a
liberacdo de noradrenalina (von Kiigelgen et al., 1994b) e ATP (Poelchen et al., 2001).
Portanto, provavelmente hd um balango entre a atuacdo em receptores P2X e P2Y pos-
sinapticos e receptores P2Y pré-sinapticos sem causar alteracfes na ventilagéo.

A exposicdo ao CO, induziu aumento da ventilagdo decorrente do aumento do Vr e da
fR, aumento da PCO, e da PO, e queda do pH, em todos 0s grupos experimentais, porém a
microinjecdo do agonista de receptor P2X e dos antagonistas de receptor P2 ndo alteraram os
gases sanguineos, corroborando dados prévios de Biancardi et al. (2008) que demonstraram
que a diminuicdo da resposta ventilatoria a hipercapnia promovida pela lesdo dos neur6énios
noradrenérgicos também ndo foi suficiente para alterar os gases sanguineos e o pH do sangue
arterial.

A microinjecdo de a,f-meATP promoveu uma maior hiperventilacao hipercapnica aos 2
e 10 minutos apds a microinjecdo quando comparada ao grupo controle, decorrente
principalmente do aumento da fR nos mesmos momentos (2 e 10 minutos). A resposta ao
CO; no grupo tratado com veiculo foi causada por um aumento gradual das variaveis
respiratorias, ja na dose 0,5 nmol/ 40 nL de «,-meATP, ocorreu um aumento maior inicial da
fR e Ve que persistiu durante os 30 minutos de exposi¢do a hipercapnia. Desta forma,
podemos sugerir que a sinalizacdo purinérgica no LC acelera a resposta ventilatéria a
hipercapnia.

Um aumento na PCO; de sangue arterial desencadeia uma imediata liberacdo de ATP de
regibes quimiossensiveis da superficie ventral do bulbo (Gourine et al., 2005a). A glia parece
ser a provavel fonte de liberagdo de ATP em resposta a aumentos na PCO,/[H™] (Spyer et al.,
2004). Na regido do LC, hd uma notavel distribuicdo de astrocitos (Alvarez-Maubecin et al.,
2000) que constituem uma evidéncia que suporta a idéia de que astrocitos podem
desempenhar uma funcdo distinta no LC. Este estudo de Alvarez-Maubecin et al (2000)

demonstrou o acoplamento de jun¢Bes gap entre os neur6nios noradrenérgicos do LC e glia
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em cultura de células. Com base nessas evidéncias, sugerimos que a hipercapnia também pode
promover uma liberacdo de ATP na regido do LC, provavelmente de astrocitos, modulando a
atividade dos neurdnios noradrenérgicos.

Estudos prévios de nosso laboratério demonstraram a participacdo dos neurdnios
noradrenérgicos na hiperventilagdo induzida por hipercapnia por meio da lesdo desses
neurdnios com 6-OHDA e lesdo dos neurdnios que expressam receptores NK-1 utilizando a
toxina SP-SAP (Biancardi et al., 2008; Carvalho et al., 2010). No estudo de Biancardi et al.
(2008) foi demonstrado que a lesdo de 80% dos neurdnios noradrenérgicos do LC promove
uma reducdo de 64% da resposta respiratdria ao CO,. A atuacdo do agonista de receptor P2X
durante a hipercapnia promoveu um aumento da hiperventilacdo provavelmente por uma
ativacdo ainda maior dos neur6nios noradrenérgicos, desencadeando aumentos na liberacéo de
NE e ATP que ativam circuitos geradores do ritmo e neurdnios respiratdrios bulbares
(Thomas and Spyer, 2000; Gourine et al., 2003; Lorier et al., 2007; Lorier et al., 2008;
Huxtable et al., 2009), como o nucleo retrotrapezoide (RTN), bulbo ventrolateral rostral
(RVLM), nucleo prepositus hypoglossi (Astier et al., 1990; Aston-Jones et al., 1986, 1991;
Pieribone & Aston-Jones, 1991), NTS (Kanjhan et al., 1999; Llewellyn-Smith & Burnstock,
1998; Vulchanova et al., 1997; Yao et al., 2000).

A microinjecdo das duas doses de PPADS, durante a hipercapnia, ndo foi suficiente para
causar alteracbes na ventilacdo. Dessa forma, é provavel que a ativacdo dos neurdnios
noradrenérgicos induzida por hipercapnia se sobrep6s ao efeito do antagonismo de receptores
P2, principalmente do subtipo P2X. No entanto, o suramin induziu uma hiperventilacdo maior
apos 20 minutos da microinjecdo, porém foi observado apenas uma tendéncia de aumento do
Vr e da fR. O efeito observado com o suramin pode ser devido ao blogueio de receptores preé-
sinapticos P2Y se sobrepondo ao bloqueio dos receptores pré-sindpticos P2X, além de sua
atuacdo em receptores pos-sindpticos P2X e P2Y. Uma vez que 0s neurénios noradrenérgicos
estdo ativados em resposta ao CO, e 0 bloqueio dos receptores pds-sinapticos nao altera essa
despolarizacdo, o bloqueio dos receptores pré-sinapticos P2Y promove aumento da liberacao
de ATP e NE na fenda sinaptica, ativando mais ainda os neurdnios do LC, promovendo esse
aumento da hiperventilacdo. E importante ressaltar que o efeito do suramin ocorre apds 20
minutos da microinjecdo e exposicdo ao CO,, ja 0 agonista de receptor P2X inicia o efeito 2
minutos ap6s a microinjecdo; o que reforca a nossa hipdtese de atuacdo em receptores pré-
sinapticos P2Y, uma vez que esses receptores sdo acoplados a proteina G (Abbrachio &
Burnstock, 1994) e sua a¢do é mais lenta na liberacdo de neurotransmissores.

Na superficie ventral do bulbo, a aplicacdo de antagonistas purinérgicos reduz o

aumento da respiragdo induzido pelo CO, em animais anestesiados (Gourine et al., 2005;
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Thomas et al., 1999). Em cultura de células, o bloqueio de receptores P2 aboliu a excita¢do de
neurdnios inspiratérios da coluna respiratoria ventral induzida pelo CO;, (Thomas & Spyer,
2000). Diferengas na sinalizacdo purinérgica entre os diferentes grupos neuronais e
abordagens experimentais distintas podem ser observadas.

Em relagdo ao controle cardiovascular, a microinjecdo do a,f-meATP ndo promoveu
alteracdes na PAM e FC, entretanto tanto o PPADS como o suramin promoveram hipertenséo
e taquicardia na dose 1 nmol/ 40 nL e essas respostas foram sustentadas por 30 minutos.
Alguns estudos sugerem que o LC modula a fungdo cardiovascular durante normocapnia
(Sved & Felsten, 1987; Yao et al., 2000; Yao & Lawrence, 2005). Yao & Lawrence (2005)
observaram uma hipotensdo e bradicardia ap6s microinjecdo intra-LC de «,-meATP, e um
aumento na pressdo arterial e uma resposta taquicardica apés microinjecdo de PPADS e
suramin em ratos anestesiados. Nossos dados corroboram esse estudo, embora o «,-meATP
ndo tenha afetado as variaveis cardiovasculares. O LC contribui para a regulacdo da funcao
cardiovascular via projecdes inibitorias para o bulbo ventrolateral rostral (RVLM) (Van
Bocktaele et al., 1989) por meio da ativagdo dos receptores o2 adrenérgicos (Head et al.,
1998, Khokhlova et al., 2001; Scheinin et al., 1994; Tavares et al., 1996). O RVLM projeta-
se para neurdnios pre-ganglionares simpaticos da coluna intermédio lateral (IML) da medula
espinhal, onde a liberacdo de glutamato excita os neurénios e promove vasoconstri¢cdo. Deste
modo, podemos sugerir que a acdo dos antagonistas nos receptores P2 pos-sindpticos
promova uma atenuacdo da despolarizacdo dos neurbnios noradrenérgicos, diminuindo a
liberacdo de NE, que por sua vez diminui a inibicdo dos neurdnios do RVLM, promovendo
respostas pressoras e taquicardicas. O RVLM também é excitado pelo ATP (Thomas and
Spyer, 2000), e embora a diminui¢do da NE seja acompanhada pela diminuicdo da liberacédo
do ATP dos neurbnios noradrenérgicos do LC, nos sugerimos que a liberacdo do ATP ainda
gue menor, ja seja suficiente para ativar este ncleo simpatoexcitatorio. Além disso, projecoes
do LC para o nucleo motor dorsal do vago e nicleo ambiguo (Card et al., 2006; McBride &
Sutin, 1976) podem contribuir para modulacdo da frequéncia cardiaca.

Biancardi et al. (2008) demonstraram que lesdo quimica dos neurénios noradrenérgicos
do LC com 6-OHDA ndo afetou a PAM e FC em condi¢des basais, indicando que esses
neurdnios ndo desempenham uma funcdo significativa na manutencdo da pressao arterial e da
FC. Entretanto, os resultados do presente estudo sugerem a especificidade da neuromodulacéo
purinérgica do LC no controle cardiovascular corroborando os resultados de Yao & Lawrence
(2005).

A hipercapnia (7% CO;) ndo afetou os valores de PAM em nenhum dos grupos

experimentais, corroborando dados prévios do nosso laboratério (Biancardi et al., 2008; de
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Carvalho et al., 2010). Em contrapartida, Oikawa et al (2005) demonstraram que a
hipercapnia aumenta a PAM devido a uma simpatoexcitacdo mediada por ativagdo dos
quimiorreceptores centrais e queda da FC devido a uma parassimpatoexcitacdo por
barorreflexo em resposta ao aumento da PAM. Entretanto, alguns estudos demonstraram que
a hipercapnia causa um aumento na pressao arterial média de cdes (Rothe et al., 1990) e ratos
(12% de CO,, Greenberg et al., 1999), enquanto outros estudos relataram o efeito oposto em
caes (Suutarinen, 1966; Koehler et al., 1980), ratos (Wendling et al., 1967) e mesmo em seres
humanos (Bristow et al., 1971). Estas diferencas podem ser devido as variagdes nos
procedimentos experimentais e/ou nos niveis experimentais do CO,.

No presente estudo, a hipercapnia promoveu bradicardia nos grupos salina e suramin,
sugerindo ativacdo de quimiorreflexo periférico. Entretanto, ndo houve diferenca significativa
dos valores de FC durante hipercapnia em relagdo aos valores basais nos outros dois grupos
salina e nos grupos PPADS e a,5-meATP, 0 que é bastante intrigante. A partir da analise dos
valores de A da FC (valor da FC apds 30 minutos da microinjecdo — valor basal da FC),
podemos constatar que ha uma tendéncia de queda da FC (valores negativos de A) nesses
grupos experimentais, porém ndo foi detectada diferenca estatistica. Portanto, sugerimos que
em nossos grupos experimentais houve um efeito, ainda que pequeno, de ativacdo do
quimiorreflexo periférico durante exposicdo ao CO,.

Durante hipercapnia, a microinjecdo do agonista de receptor P2X néo alterou as variaveis
cardiovasculares. O PPADS promoveu aumento da PAM na dose 0,5 nmol/ 40 nL, e nao
alterou a FC. Sugerimos que haja uma liberacdo tonica de ATP, mas as doses do «,f-meATP
ndo foram suficientes para causar alteracdes na PAM e FC. Embora o blogueio dos receptores
P2 pelo PPADS nao tenha causado alterac6es na ventilagdo durante hipercapnia, a dose de 0,5
nmol/ 40 nL foi suficiente para promover um aumento de PAM que teve seu efeito maximo
ap0os 20 minutos da microinjecdo e ndo é um efeito dose-dependente. O suramin promoveu
uma hipertensdo inicial (2 minutos apds a microinjecdo) que € atenuada apds 5 minutos de
microinjecdo, porém a PAM permaneceu maior do que no grupo veiculo. O suramin também
promoveu uma queda da FC ao longo do tempo que ndo diferiu do grupo salina. Sugerimos
que esse aumento da PAM tenha ocorrido pelo bloqueio dos receptores pds-sinapticos P2X e
P2Y, e a atenuacdo da PAM tenha ocorrido por uma atuacdo nos receptores pré-sinapticos
P2Y.

No que diz respeito a termorregulacdo, a microinje¢do de suramin induziu um
aumento da Tc em condigBes normocapnicas, embora microinjecdo de a,f-meATP e PPADS
ndo alteraram a T¢. Neste contexto, Gourine et al. (2002) demonstraram que microinjecao

intracerebroventricular (i.c.v.) de suramin induziu um aumento na T¢ em ratos nao
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anestesiados dependendo da temperatura ambiente. De acordo com 0s autores, 0 antagonista
de receptor P2 induz aumento na T em condi¢es termoneutras ou acima, quando a produgéo
de calor é minima e 0s mecanismos responsaveis pela perda de calor estdo ativados ou
facilitados. Ja a microinjecdo do analogo estavel de ATP i.c.v. promoveu queda da T¢ apenas
quando os mecanismos responsaveis pela producao de calor estdo ativados e 0s mecanismos
responsaveis pela perda de calor estdo suprimidos (ex. temperatura ambiente baixa e durante
febre) (Gourine et al., 2002). No presente estudo, os experimentos foram realizados em
condi¢des termoneutras, o que provavelmente pode explicar a auséncia de efeito do a,f-
meATP na Tc.

Segundo Gourine et al. (2005) os efeitos do analogo de ATP e antagonista de receptor
P2 parecem depender da informacgdo aferente provenientes de regides hipotalamicas
envolvidas com a termorregulagdo. Como discutido anteriormente, o suramin atuando em
receptores pré-sinapticos pode promover aumento da liberacdo de ATP e NE, o que nédo
ocorre ap0s microinjecdo de PPADS, que modula a atividade de regides responsaveis pelo
controle da temperatura corporal, promovendo esse aumento de Tc.

Estudos de nosso laboratorio demonstraram que os neurdnios noradrenérgicos do LC
ndo estdo envolvidos no controle basal da T¢ (Biancardi et al., 2008; de Carvalho et al.,
2010), embora nossos dados atuais indicam uma funcao especifica da ativacdo purinérgica dos
neurdnios do LC envolvida no controle basal da Tc.

A hipercapnia ndo promoveu queda na Tc em nenhum dos grupos experimentais,
corroborando os resultados de Biancardi et al. (2008) e Carvalho et al.(2010). Da mesma
forma, Barros et al. (2004) observaram que a hipercapnia (3 e 5% CO,) ndo promoveram
queda da Tc em roedores do cerrado brasileiro. A microinjecdo de a,5-meATP, PPADS ou
suramin durante este estimulo ndo afetou a Tc. Entretanto, o efeito do suramin em aumentar a
Tc durante a normocapnia também aparece neste protocolo no periodo de recuperacdo em

normocapnia.

7. CONCLUSOES

Com o presente estudo foi possivel demonstrar em animais ndo anestesiados que a
neuromodulacdo purinérgica apresenta um papel importante na resposta respiratéria ao CO»,
no controle cardiovascular durante hipercapnia e na modulacdo das respostas
cardiorrespiratorias e térmicas em condi¢bes normocapnicas. Propomos um desenho
esquematico simplificado dos mecanismos que envolvem a neuromodula¢do purinérgica no

LC sugeridos pelo presente estudo e pelas evidéncias na literatura (Williams et al., 1985;
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Aghajanian & Wang, 1986; Harms et al, 1992; Shen & North, 1993; von Kugelgen et al.,
1994b; von Kigelgen et al., 1995; Nieber et al., 1997; Boehm, 1999; Poelchen et al., 2001)
(Figura 24).

Varios estudos tém demonstrado a importancia da sinalizagdo purinérgica mediada pelo
ATP nos mecanismos responsaveis pelo controle da respiracdo e cardiovascular (Thomas et
al., 2001; Antunes et al., 2005, Thomas & Spyer, 2000; Gourine et al., 2005; Yao &
Lawrence, 2005), uma vez que € um mediador comum da transducéo quimiorreceptora central
e periférica. Gourine (2005) demonstrou que nos corpos carotideos o ATP transmite
informacdo sobre os niveis de oxigénio no sangue arterial, enquanto que no bulbo medeia a
acdo do CO; na respiracdo, e na regido pontina ainda ndo havia evidéncias da participacdo do
ATP na respiracdo, sendo o objetivo do presente estudo. O fato de que o mesmo
neurotransmissor medeia a¢des tanto no sistema nervoso central quanto no sistema periférico,
parece bastante interessante do ponto de vista fisiologico e evolutivo, como afirma Gourine
(2005).
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Terminal do LC Terminal do LC

Figura 15. Desenho esquematico simplificado sugerindo possiveis mecanismos da sinalizacdo purinérgica no
Locus coeruleus (LC). O ATP age: em seus receptores pds-sindpticos P2X e P2Y promovendo despolarizagdo
dos neur6nios noradrenérgicos, em seus receptores pré-sinapticos P2X promovendo liberacdo de ATP e NE, e
em pré-sindpticos P2Y promovendo inibicdo da liberacdo de ATP e NE. Sugerimos que o agonista o,f-meATP
atua em receptores pré-sindpticos P2X promovendo liberacdo de ATP e NE e em pos-sindpticos P2X ativando os
neurdnios noradrenérgicos e aumentando a liberagdo de ATP e NE (seta vermelha). O PPADS bloqueia
principalmente receptores P2X, diminuindo a liberacdo de ATP e NE nos terminais do LC (seta verde). O
suramin bloqueia receptores P2X e P2Y, nos receptores pés-sinapticos promove diminuicdo da liberacdo dos
neurotransmissores (seta azul para baixo), e nos pré-sinapticos sugerimos que atuacéo do suramin seja maior em
receptores P2Y, promovendo aumento da liberacdo de ATP e NE e por conseqiiéncia ativando mais os neurdnios
noradrenérgicos aumentando a liberagcdo de ATP e NE no terminal sindptico (seta azul para cima). Sugerimos
também que um aumento da PCO, no liquido cerebroespinhal promova ativa¢do dos neurénios noradrenérgicos
do LC (seta amarela) e também ativacéo das células glias (astrdcitos) (seta amarela) que por sua vez liberam
ATP.
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