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 RESUMO 

A exposição a episódios de hipoxemia seguido de reoxigenação, como observado na apneia 

obstrutiva do sono (AOS), promove aumentos compensatórios na ventilação, na atividade 

simpática e na pressão arterial (PA), por mecanismos ainda não completamente elucidados. 

No presente estudo, exploramos os mecanismos centrais envolvidos nas alterações 

cardiorrespiratórias induzidas pela hipóxia intermitente aguda (HIA; 10 episódios 6-7% O2 

por 45 s, a cada 5 min de hiperóxia) em ratos adultos (270-280 g) anestesiados com uretana 

(1,2 g/Kg, i.p.) e ratos jovens (65-75 g) na preparação in situ coração-tronco cerebral isolados. 

Em preparações in situ, a HIA promoveu uma facilitação a longo prazo (LTF), com duração 

de, pelo menos, 1 hora, nas atividades dos nervos frênico (PN), abdominal (AbN) e simpático 

torácico (tSN) (n=9, P<0,05). Nestes animais, observamos que o aumento da atividade tSN 

ocorreu, preferencialmente, durante a fase final do ciclo expiratório, denominada de fase E-

tardia. Tal aumento da atividade simpática induzido pela HIA mostrou-se associada ao 

aparecimento de disparos E-tardios na atividade AbN (padrão de expiração ativa). 

Considerando estudos que envolvem a participação da serotonina (5-HT) como mediador das 

alterações cardiorrespiratórias induzidas pela HIA, verificamos em ratos anestesiados que 

microinjeções de ketanserina (antagonista 5-HT2) no RTN/pFRG, durante HIA, preveniram o 

aumento da atividade motora abdominal (ABD) evocado pela HIA (n=5, P<0,05), indicando a 

participação dos receptores 5-HT2 do RTN/pFRG na geração de expiração ativa induzida pela 

HIA. Mostramos também que a ativação repetida dos receptores 5-HT2 (3x a cada 5 min) no 

RTN/pFRG, com o agonista DOI, promoveram LTF nas atividades PN, AbN e tSN (n=9, 

P<0,05) em preparações in situ. Interessantemente, o aumento da atividade E-tardia AbN, 

induzido por DOI no RTN/pFRG, foi determinante para o desenvolvimento de hiperatividade 

simpática na fase expiratória E-tardia (n=9, P<0,05), semelhante àquela observada em 

preparações in situ submetidas à HIA. Tal elevação das atividades PN, AbN e tSN não foram 

observadas após a realização de microinjeção veículo no RTN/pFRG. O aumento nas 

atividades respiratórias e simpática promovidas pela microinjeção de DOI no RTN/pFRG foi 

associado a sensibilização/facilitação da atividade respiratória dependente de CO2, uma vez 

que a redução do drive respiratório, por meio da exposição à hipocapnia, aboliu a atividade 

respiratória em preparações in situ controle, mas não em preparações que receberam 

microinjeções de DOI (n=9, P<0,05). Ademais, mostramos que a sensibilização induzida por 

DOI no RTN/pFRG, na qual resulta no LTF das atividades respiratória e simpática, dependem 

da neurotransmissão glutamatérgica também no RTN/pFRG (n=9, P<0,05), uma vez que 

microinjeções de ácido quinurênico (antagonista dos receptores glutamatérgicos) foram 

capazes de reverter o LTF respiratório e simpático. De fato, a neurotransmissão 

glutamatérgica é essencial para a geração do padrão expiratório, em resposta à hipercapnia, 

uma vez que o microinjeções de ácido quinurênico no RTN/pFRG de ratos controle, durante a 

exposição à hipercapnia, elimina os disparos E-tardios na atividade simpática e abdominal de 

preparações in situ. Em conjunto, nossos resultados sugerem uma interação importante entre 

os mecanismos serotoninérgicos e glutamatérgicos no RTN/pFRG, na qual parece ser 

determinante para o aparecimento do padrão de expiração ativa e aumento da atividade 

simpática após à exposição à HIA. Nossos dados sugerem que a ativação dos receptores 5-

HT2 do RTN/pFRG modula a excitação das células quimiossensíveis desta região, mediante 

facilitação de mecanismos glutamatérgicos.  
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 ABSTRACT 

The exposure to periods of hypoxemia and reoxygenation, as observed in patients with 

obstructive sleep apnea (OSA), promotes compensatory increases in ventilation, sympathetic 

activity and blood pressure (BP), by mechanisms not fully understood. In the present study, 

we investigated the central mechanisms responsible for the cardiorespiratory changes induced 

by acute intermittent hypoxia (AIH; 10 episodes of 6-7% O2 for 45 sec, every 5 min 

hyperoxia) either in adult male rats (270-280 g) anesthetized with urethane (1.2 g / kg, ip) or 

in in situ working heart-brainstem preparations of juvenile male rats (65-75 g). In in situ 

preparations, the AIH promoted long-term facilitation (LTF), of at least 1 hour, in the phrenic 

nerve (PN), abdominal (AbN) and thoracic sympathetic (tSN) activities (n=9, P<0.05). In 

these animals, we observed that the increase in tSN activity induced by AIH occurred during 

the late part of expiratory period, namely late-expiratory (late-E) phase, coupled with the 

emergence of late-E bursts in AbN activity. Considering studies showing the role of serotonin 

(5-HT) as the mediator of cardiorespiratory changes elicited by AIH, we verified that 

ketanserin (5-HT2 antagonist) microinjections in the RTN/pFRG in anesthetized rats, during 

AIH exposure, prevented the increase in abdominal motor activity (ABD) evoked by AIH 

(n=5, P<0.05), indicating the involvement of 5-HT2 receptor of RTN/pFRG in the generation 

of active expiration induced by AIH. We also showed that repeated activation of 5-HT2 

receptors (3x every 5 min) in the RTN/pFRG of in situ preparation, using DOI, promoted LTF 

of the PN, AbN and tSN activities (n=9, P<0.05). Interestingly, the increase in the late-E AbN 

activity induced by DOI in the RTN/pFRG was critical for the development of sympathetic 

overactivity during late-E phase (n=9, P<0.05), similarly to the pattern observed in in situ 

preparations subjected to AIH. Microinjections of vehicle in the RTN/pFRG did not change 

PN, AbN and tSN activities. The increase in respiratory and sympathetic activities promoted 

by DOI microinjection in the RTN/pFRG was associated to sensitization/facilitation of CO2-

drive to breath, since the exposure to hypocapnia eliminated the respiratory activity in control 

in situ preparation, but not in preparation that received DOI into the RTN/pFRG (n=9, 

P<0.05). Furthermore, we verified that the DOI-induced sensitization in the RTN/pFRG, 

which was determinant for the development of respiratory and sympathetic LTF, also 

depended on glutamatergic neurotransmission in the RTN/pFRG (n=9, P<0.05), because 

microinjections of kynurenic acid (glutamate receptor antagonist) were able to eliminate the 

respiratory and sympathetic LTF. Indeed, we found that glutamatergic neurotransmission of 

the RTN/pFRG is essential for the generation of active expiration, since kynurenic 

microinjections in the RTN/pFRFG of control in situ preparations abolished the late-E bursts 

in AbN and tSN induced by hypercapnia. Altogether, our data indicate that interactions 

between serotonergic and glutamatergic mechanisms in the RTN/pFRG is an essential 

mechanism for the occurrence of active expiration and late-E sympathetic overactivity after 

AIH exposure. Moreover, our findings suggest that the activation of 5-HT2 receptors in the 

RTN/pFRG modulates the excitation of central chemoreceptors of this area, through 

sensitization/facilitation of glutamatergic mechanisms. 
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 1. INTRODUÇÃO 

A manutenção dos níveis das pressões parciais de oxigênio (O2) e de dióxido de 

carbono (CO2) no sangue arterial, dentro de uma faixa estreita de variação, é essencial a vida 

(LAHIRI et al., 2006). Em situações de hipóxia, hipercapnia ou isquemia, respostas 

cardiorrespiratórias são desencadeadas a fim de restaurar as pressões parciais dos gases 

sanguíneos aos seus valores adequados. Tais ajustes neurovegetativos são deflagrados pela 

ativação de células sensíveis às variações de CO2/pH (quimiorreceptores centrais, presentes no 

tronco cerebral) e de O2 do sangue arterial (quimiorreceptores periféricos, localizados 

principalmente nos corpúsculos carotídeos e arco aórtico), desencadeando respostas de aumentos 

na pressão arterial, dependente de um aumento da atividade simpática, e na ventilação minuto 

(BARROS et al., 2002; MOREIRA et al., 2006). A compreensão dos mecanismos neuroquímicos 

envolvidos no processamento das respostas cardiorrespiratórias reflexas à falta de O2 ou excesso 

de CO2 é importante, visto que estes podem contribuir para o desenvolvimento ou progressão de 

importantes condições patológicas, tais como a doença pulmonar obstrutiva crônica, síndrome da 

hipoventilação congênita, insuficiência cardíaca, apneia obstrutiva do sono e hipertensão arterial 

(DAMPNEY, 1994; SCHULTZ; LI, 2007; ABDALA et al., 2012).  

A respiração é um dos ritmos perpétuos nos seres vivos, o qual dá suporte, do ponto de 

vista metabólico, a todos os processos fisiológicos do organismo (RICHTER; SMITH, 2014). 

Um estudo pioneiro de SMITH et al. (1991), no que diz respeito a geração do ritmo respiratório, 

identificou, em fatias do tronco cerebral de um rato, que neurônios da região ventral do bulbo 

apresentavam potencias de ação de forma espontânea, rítmica e regular, a qual estava 

intimamente associada com a atividade inspiratória registrada no nervo hipoglosso.  Estudos 

posteriores mostraram que tais neurônios auto despolarizantes ou marca-passo perfaziam a 

região denominada de complexo pré-Bötzinger (pré-BötC) (SMITH et al., 2000; JOHNSON; 

KOSHIYA; SMITH, 2001; DEL NEGRO et al., 2002). Evidências experimentais mostram que 

esta capacidade auto despolarizante nos neurônios inspiratórios do pré-BötC é gerada pela 

presença de canais persistentes de sódio (Nap), os quais são importantes em promover o influxo 

de carga positiva e despolarizar a membrana celular (SMITH et al., 2000; DEL NEGRO et al., 

2002; KOIZUMI; SMITH, 2008), e canais de vazamento de potássio (Kleak), relacionados ao 

termino do disparo inspiratório e, consequentemente, controlam a frequência de disparo 

(BUTERA; RINZEL; SMITH, 1999; KOIZUMI et al., 2010). Tem sido proposto também que a 

presença de correntes catiônicas não-seletivas ativadas por cálcio (ICAN) aumentem a amplitude 

do disparo inspiratório gerado pelos neurônios do pré-BötC (PACE et al., 2007; MIRONOV, 

2008; MORGADO-VALLE; BACA; FELDMAN, 2010). Além disso, experimentos de (SMITH 
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 et al., 2007), conduzidos em preparações in situ que tiveram o tronco cerebral seccionados em 

vários níveis, mostram que a secção caudal da região do pré-BötC foi determinante em abolir a 

atividade inspiratória registrada pelo nervo frênico, demonstrando, de fato, a vital importância 

destes neurônios na geração do ritmo respiratório. Nesse sentido, estas informações sugerem que 

os neurônios do pré-BötC detêm um mecanismo celular especializado capaz de promover a 

geração do ritmo respiratório (RICHTER; SMITH, 2014). No entanto, o controle neural da 

atividade respiratória parece ser muito mais complexo do que simples repetição de um evento 

automático que resulta na inspiração e expiração.   

Por outro lado, a geração da atividade motora respiratória parece ser desempenhada por 

uma atividade coletiva e coordenada entre populações neuronais localizados em distintos núcleos 

do tronco cerebral (RUBIN et al., 2011; RICHTER; SMITH, 2014). Evidências anteriores 

sugerem que a geração do padrão respiratório basal ocorra na região denominada de coluna 

respiratória ventral (CRV), a qual pode ser dividida funcionalmente em 4 grupos distintos, 

sentido rostro-caudal: i) complexo Bötzinger (BötC, interneurônios expiratórios); ii) complexo 

pré-Bötzinger (pré-BötC, interneurônios inspiratórios, células marcapasso); iii) grupo 

respiratório ventral rostral (rVRG, neurônios bulbo-espinhais inspiratórios); e iv) grupos 

respiratório ventral caudal (cVRG, neurônios bulbo-espinhais expiratórios) (ZHENG; 

BARILLOT; BIANCHI, 1991; BIANCHI; DENAVIT-SAUBIÉ; CHAMPAGNAT, 1995; 

BIANCHI; GESTREAU, 2009). Tais neurônios respiratórios da CRV parecem interagir entre si 

a fim de gerar, de forma sincronizada, o comando para os músculos inspiratórios e expiratórios 

(RICHTER, 1982; RICHTER; SMITH, 2014). Sugere-se que a interação sináptica entre os 

diferentes tipos de neurônios expiratórios do BötC com os neurônios inspiratórios do pré-BötC 

formem uma rede inibitória mutua ou “anel inibitório”, o qual parece ser determinando nos 

processos de iniciação, padrão e termino da inspiração (RICHTER; BALLANTYNE; 

REMMERS, 1987; ABDALA; PATON; SMITH, 2015; MARCHENKO et al., 2016).  Além 

disso, estudos recentes mostram que outros grupamentos respiratórios também são importantes 

para a geração da respiração, como por exemplo o grupo respiratório pontino, localizado na 

superfície dorsal da ponte e composto pelos núclos Parabraquial (NPB) e Kölliker-Fuse (KF), o 

grupo respiratório dorsal (localizado na superfície dorsal do bulbo e sobreposto ao núcleo do 

trato solitário), os núcleos da Rafe, o grupamento respiratório parafacial (pFRG) e os neurônios 

quimiossensíveis do Locus Coerulleus (LC) e do núcleo retrotrapezóide (RTN) (SMITH et al., 

1991; RICHTER; SMITH, 2014). A interação dessas áreas respiratórias pontinas e bulbares com 

os neurônios do pré-BötC iniciam uma série de atividades coordenadas entre neurônios 
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 inspiratórios e expiratórios, a fim de formar o padrão respiratório normal ou “eupnêico” (ST -

JOHN; PATON, 2003; SMITH et al., 2007; ABDALA; PATON; SMITH, 2015).  

Sabe-se que o padrão respiratório eupnêico, em mamíferos, é constituído de uma fase 

inspiratória e de duas fases expiratórias [E1 ou pós-inspiração (P-I) e E2 ou expiração tardia] 

(MERRILL, 1981; RICHTER, 1982; SMITH et al., 1991). A inspiração corresponde ao disparo 

do nervo frênico (Phrenic nerve – PN, o qual inerva o diafragma), que inicia de forma crescente 

e encerra abruptamente sua atividade (ST -JOHN; PATON, 2003). Imediatamente após a 

inspiração, temos a fase P-I, que representa a chamada expiração "passiva", a qual controla 

músculos adutores das vias aéreas superiores, como o músculo tiroaritenóideo (TA), 

proporcionando um freio mecânico do fluxo de ar expiratório e permitindo maior tempo de troca 

gasosa nos pulmões (SMITH et al., 2007; MORAES; MACHADO, 2015). A segunda fase da 

expiração, ou fase E2, corresponde a um momento de pausa expiratória, em condições de 

repouso (ST -JOHN; PATON, 2003; RICHTER; SMITH, 2014). No entanto, evidências 

experimentais recentes obtidas em preparações in situ mostram que, em condições de desafios 

metabólicos como hipercapnia ou hipóxia, um padrão respiratório com geração de expiração 

ativa pode ser observado, com o aparecimento de disparos na atividade motora abdominal 

durante a fase E2, preferencialmente na porção final desta fase, denominada de fase expiratória 

tardia (E-tardia) (ABDALA et al., 2009; LEMES et al., 2016).  

Feldman et al. (2013) propõe que a geração de um padrão expiratório ativo seja 

originado por um segundo oscilador respiratório, especifico para o controle da atividade 

expiratória, o qual estaria localizado numa região rostral a CRV denominada de núcleo 

retrotrapezoide/grupo respiratório para fascial (RTN/pFRG). De fato, evidências recentes 

mostram que a região do grupo respiratório parafacial (pFRG), anatomicamente co-localizada 

com o RTN (comumente denominada de RTN/pFRG), detêm neurônios expiratórios 

condicionais, os quais são silentes em repouso (normóxia/normocapnia), mas disparam 

ritmicamente, durante a fase E-tardia, em condições de hipercapnia e hipóxia (ABDALA et al., 

2009; PAGLIARDINI et al., 2011; MORAES et al., 2012). Sugere-se que tais neurônios do 

RTN/pFRG forneçam inputs excitatórios para os neurônios pré-motores expiratórios da CRV e 

gerem disparos rítmicos na atividade motora abdominal durante a período final da expiração – E-

tardia (MOLKOV et al., 2011; HUCKSTEPP et al., 2015).  Nesse sentido, um estudo recente de 

Silva et al. 2016, usando marcação anterógrada com aminodextrano biotinilado (BDA), 

identificou densas projeções excitatórias dos neurônios glutamatérgicos do RTN/pFRG para os 

neurônios pré-motores expiratórios do cVRG, as quais estão de acordo com o conceito que o 

RTN/pFRG regula a atividade expiratória. Além disso, estudos do nosso grupo mostram que a 
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 inibição do RTN/pFRG com muscimol (agonista GABAA) promove abolição da expiração ativa 

induzida por hipóxia (LEMES et al., 2016).  

Estudos recentes descrevem que contrações abdominais geradas durante a fase 

expiratória, observadas em animais expostos à hipercapnia, são um importante mecanismo 

reflexo que contribui para o aumento da frequência respiratória e/ou volume corrente (JENKIN; 

MILSOM, 2014; LEMES; ZOCCAL, 2014).  Um estudo de Pagliardini et al. (2011), realizado 

em ratos anestesiados, mostrou que a microinjeção de bicuculina e estricnina (antagonista dos 

receptores para GABA e glicina, respectivamente) no RTN/pFRG promoveram a geração de 

disparos expiratórios E-tardios na musculatura expiratória abdominal (ABD). Este estudo, em 

conjunto com observações de Molkov et al. (2010), sugere a presença de inputs inibitórios para o 

RTN/pFRG. Evidências experimentais sugerem que tais projeções inibitórias sobre a atividade 

dos neurônios do RTN/pFRG sejam provenientes do BötC, como também do núcleo do trato 

solitário (NTS), sendo esta última provavelmente ativada pelas aferências excitatórias vindas dos 

receptores de estiramento pulmonar, ativadas em todos os ciclos respiratórios (TAKAKURA et 

al., 2007; RICHTER; SMITH, 2014). Dessa forma, há o conceito de que, em condições de 

repouso, a atividade dos neurônios do RTN/pFRG permaneça sob constante inibição, o que é 

condizente com a atividade expiratória passiva, mas que em situações nas quais ocorrem 

aumento na concentração plasmática de CO2 ou redução de O2, esta inibição torne-se reduzida e 

estes neurônios passam a gerar o padrão expiratório ativo (PAGLIARDINI et al., 2011; 

FELDMAN; DEL NEGRO; GRAY, 2013; BARNA; TAKAKURA; MOREIRA, 2014). Sabendo 

que os neurônios quimiossensíveis do RTN/pFRG expressam um fator de transcrição chamado 

Phox2b (FELDMAN; DEL NEGRO, 2006; WANG et al., 2013; HUCKSTEPP et al., 2015) um 

estudo de Marina et al. (2010), utilizando a técnica de farmacogenética para inserir um canal 

inibitório para alatostatina nas células Phox2B, mostrou que a inibição seletiva destes neurônios 

abole a resposta expiratória induzida por hipercapnia. Em conjunto, estes dados mostram que, o 

RTN/pFRG, e os seus neurônios Phox2b positivos, são determinantes para a geração de um 

padrão respiratório com expiração ativa (PAGLIARDINI et al., 2011; HUCKSTEPP et al., 

2015).  

Estudos recentes sugerem que os neurônios expiratórios do RTN/pFRG residam a 

porção mais lateral deste núcleo (MARINA et al., 2010; PAGLIARDINI et al., 2011). Em 

contrapartida, os neurônios localizados na porção medial do RTN, e que são Phox2B positivos, 

estão envolvidos com a quimiorrecepção central propriamente dita visto que a atividade destes 

neurônios é dependente da PaCO2/pH (NATTIE et al., 1993; STORNETTA et al., 2006; 

FELDMAN; DEL NEGRO; GRAY, 2013; WANG et al., 2013). Estudos recentes mostram que 
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 os neurônios quimiossensíveis do RTN respondem com aumento da frequência de disparos de 

potenciais de ação durante situações de aumento de CO2 ou redução no pH plasmático 

(MULKEY et al., 2004; GUYENET; STORNETTA; BAYLISS, 2010), promovendo inputs 

excitatórios que regulam a atividade respiratória (LI; NATTIE, 2002). Tais projeções excitatórias 

do RTN são direcionadas, principalmente, para os neurônios respiratórios da coluna respiratória 

ventral, incluindo o pré-BötC, afim promover respostas ventilatórias que restaurem os níveis de 

CO2 e pH plasmático (BOCHORISHVILI et al., 2012; TAKAKURA et al., 2014).  De fato, um 

estudo anterior de Takakura et al. (2006) demonstrou que microinjeções bilaterais de muscimol 

no RTN de ratos anestesiados produziram parada respiratória devido à remoção do drive tônico 

excitatório, dependente de CO2. Adicionalmente, a lesão seletiva dos neurônios 

quimiossensíveis, mediante injeção de saporina no RTN, promove redução da resposta 

respiratória ao CO2 (NATTIE; LI, 2002; TAKAKURA et al., 2014), a qual, por sua vez, é 

incompatível com a vida (AMIEL et al., 2009; RAMANANTSOA; GALLEGO, 2013; 

BAYLISS et al., 2015). Tem sido demonstrado que esta quimiossensibilidade ao CO2/pH, 

desempenhada pelos neurônios do RTN, depende da ativação de receptores GPR4 ativados por 

próton e de canais de potássio sensível ao pH (TASK-2), uma vez que a deleção gênica destas 

proteínas suprime a capacidade de detecção ao CO2 ou pH  (BAYLISS et al., 2015; KUMAR et 

al., 2015). Interessantemente, além da resposta ventilatória, o RTN também parece ser 

importante em promover aumento da atividade simpática eferente, o que corresponde a resposta 

quimiorreflexa clássica de aumento da ventilação e simpato-excitação frente a situações de 

hipercapnia ou hipóxia (GUYENET, 2006, 2014; MOLKOV et al., 2011). 

A atividade eferente simpática, por sua vez, é gerada por meio da integração de núcleos 

localizados no tronco cerebral e no hipotálamo, os quais, coletivamente, são denominados de 

sistema nervoso simpático (DAMPNEY, 1994). Estudos sugerem que neurônios localizados na 

superfície rostral ventrolateral do bulbo (rostral ventrolateral medulla, RVLM) parecem ser 

determinantes na geração da atividade simpática, uma vez que estes são a principal fonte de 

excitação dos neurônios pré-ganglionares da coluna intermediolateral da medula espinhal e a 

inibição daquela região promove uma grande redução da atividade simpática e da pressão arterial 

(ROSS et al., 1984b). Ainda que os neurônios pré-simpáticos do RVLM pareçam gerar 

potenciais de ação de forma espontânea, pelo menos in vitro (SUN et al., 1988), evidências in 

vivo sugerem que a atividade simpática basal é gerada pela modulação da atividade dos 

neurônios do RVLM por aferências provenientes de outros grupamentos neuronais presentes 

(LIPSKI et al., 1996), principalmente dos interneurônios GABAérgicos localizados na região 

caudal ventrolateral do bulbo (caudal ventrolateral medulla, CVLM) (SCHREIHOFER; 
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 GUYENET, 2003). Esses interneurônios inibitórios do CVLM recebem projeções dos 

neurônios do núcleo do trato solitário (NTS), localizado na porção dorsomedial do bulbo, o qual, 

por sua vez, recebe as informações provenientes dos barorreceptores arteriais e dos 

quimiorreceptores periféricos (BAILEY et al., 2006). Outros núcleos do tronco cerebral, como 

os núcleos da rafe, a área pressora caudal, a área A5 e o Núcleo Parabraquial, assim como os 

núcleos hipotalâmicos, como o núcleo Paraventricular e o hipotálamo dorsomedial, também 

enviam projeções para os neurônios do RVLM e, dessa forma, também participam da regulação 

da atividade eferente simpática (DAMPNEY, 1994). Portanto, ainda que os neurônios do RVLM 

apresentem uma função central, o tônus simpático vasomotor responsável por manter os níveis 

da pressão arterial em valores adequados é gerado por uma complexa rede neuronal (ZOCCAL; 

PATON; MACHADO, 2009; MALPAS, 2010).  

Apesar dessa natureza tônica, registros diretos de diferentes nervos simpáticos 

demonstram que a atividade simpática é composta de vários conjuntos de potenciais (bursts) que 

exibem distintos padrões rítmicos de despolarização (BARMAN; GEBBER, 1980; MALPAS, 

2010). Parte da ritmicidade do nervo simpático apresenta-se correlacionada ao ciclo respiratório. 

A sincronização da atividade simpática vasoconstritora com a respiração caracteriza-se por 

aumentos fásicos durante o período inspiratório (coincidente com o disparo do nervo frênico), 

com picos de atividade durante a fase final da inspiração / início da expiração (ou pós-

inspiração) (MALPAS, 1998, 2010; ZOCCAL; PATON; MACHADO, 2009). Dessa forma, 

sugere-se que o sistema respiratório seja um importante fator modulador do sistema nervoso 

simpático por ser capaz de induzir oscilações rítmicas na atividade eferente simpática (GILBEY; 

NUMAO; SPYER, 1986; NUMAO et al., 1987). De fato, estudos demonstram a existência de 

uma complexa rede de interação entre os neurônios geradores da atividade simpática e os 

neurônios responsáveis pela geração do padrão e do ritmo respiratório (BARMAN; GEBBER, 

1980; SUN et al., 1997; ZOCCAL et al., 2008; MOLKOV et al., 2011). 

A interação ou acoplamento entre os neurônios simpáticos e respiratórios parece 

ocorrer, principalmente, ao nível da superfície ventral do bulbo (NUMAO et al., 1987; 

MALPAS, 1998; ZOCCAL; PATON; MACHADO, 2009; MOLKOV et al., 2011). 

Anatomicamente, os neurônios do RVLM e do CVLM encontram-se co-localizados com os 

neurônios respiratórios da CRV (SMITH et al., 1991, 2007; ZOCCAL; PATON; MACHADO, 

2009). Funcionalmente, os neurônios do RVLM (Haselton & Guyenet 1989; Moraes et al. 2013), 

como também os interneurônios do CVLM (MANDEL; SCHREIHOFER, 2006), apresentam 

padrões de atividade acoplados ao ciclo respiratório. Nesse sentido, evidências experimentais 

indicam que os neurônios respiratórios da coluna respiratória ventral, bem como os neurônios 
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 inspiratórios e expiratórios localizados no NPB e KF (MÖRSCHEL; DUTSCHMANN, 2009) 

estabelecem contatos sinápticos com os neurônios do RVLM e CVLM (BAEKEY; DICK; 

PATON, 2008; MOLKOV et al., 2011) e modulam a atividade simpática a cada ciclo 

respiratório.  

Embora o significado fisiológico do acoplamento entre as atividades simpática e 

respiratória não esteja completamente elucidado, estudos sugerem que esse parece ser um 

importante mecanismo para: i) otimizar os processos de ventilação pulmonar e perfusão 

sanguínea, aumentando a eficiência de captação de oxigênio (ZOCCAL; PATON; MACHADO, 

2009; SIMMS et al., 2010); ii) permitir o processamento dinâmico e integrado de ajustes 

cardiovasculares e respiratórios em reposta à alteração dos gases sanguíneos, assim como 

observado em condições de hipóxia (DICK et al., 2004; COSTA-SILVA; ZOCCAL; 

MACHADO, 2010) ou hipercapnia (MOLKOV et al., 2011). Esse último envolve a participação 

de quimiorreceptores periféricos e centrais, respectivamente, os quais monitoram, 

continuamente, os níveis de O2 e CO2 no sangue arterial. Os quimiorreceptores periférico são 

células especializadas na detecção das alterações nos níveis de O2 e, em menor grau, CO2, 

presentes principalmente na bifurcação das carótidas em estrutura denominada de corpúsculo 

carotídeo e no arco aórtico (LAHIRI et al., 2006). A estimulação dos quimiorreceptores 

periféricos, deflagra potenciais de ação que são conduzidos ao sistema nervoso central e 

estabelecem contatos sinápticos com os neurônios do NTS, os quais, por sua vez, são 

responsáveis por transmitir, em condições de hipóxia, estímulos excitatórios para núcleos 

pontinos, RVLM, CVLM e CRV, acarretando no aumento da atividade simpática e bradicardia 

acoplado ao aumento da respiração (DICK et al., 2004; COSTA-SILVA; ZOCCAL; 

MACHADO, 2010). Em relação aos quimiorreceptores centrais, estes estão presentes em vários 

núcleos do tronco cerebral, incluindo o NTS (NATTIE; LI, 2008), núcleos da Rafe (TAYLOR; 

LI; NATTIE, 2005) e o LC (GARGAGLIONI; HARTZLER; PUTNAM, 2010). Entretanto, 

evidências experimentais mostram RTN/pFRG parece exercer um papel dominante na 

quimiorrecepção central (GUYENET; STORNETTA; BAYLISS, 2008), excitando, em 

condições de hipercapnia, os neurônios da CRV e do RVLM e desencadeando as respostas 

simpáticas e respiratórias integradas (MOREIRA et al., 2006; BARNETT et al., 2016). 

 Ainda que separados anatomicamente, existem evidências de que os quimiorreceptores 

periféricos podem interagir com os quimiorreceptores centrais e influenciar a magnitude das 

respostas cardiorrespiratórias à hipercapnia. Estudos neuro-anatômicos constataram que os 

quimiorreceptores periféricos fazem sinapses com neurônios do NTS que, por sua vez, 

estabelecem conexões com os neurônios quimiossensíveis RTN (TAKAKURA et al., 2006), 
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 demonstrando, portanto, uma via de conexão entre os quimiorreceptores periféricos e os 

quimiorreceptores centrais. Além disso, estudos de Blain et al. (2010) revelaram um efeito 

aditivo dos quimiorreceptores periféricos sobre a atividade dos quimiorreceptores centrais, no 

qual a estimulação dos quimiorreceptores periféricos com hipóxia, ou a sua inibição com 

hiperóxia, aumentou ou diminuiu, respectivamente, o ganho do quimiorreflexo central. Em 

conjunto, esses estudos demonstram que as respostas cardiovasculares e respiratórias à 

hipercapnia são, de fato, profundamente moduladas pelas informações provenientes dos 

quimiorreceptores periféricos.  

Além do seu papel fisiológico, a interação entre os quimiorreceptores periféricos e 

centrais parece ter implicações fisiopatológicas relevantes, tais como observado na apneia 

obstrutiva do sono (AOS) (DEMPSEY et al., 2012). Pacientes acometidos pela AOS apresentam 

colapsos recorrentes das vias aéreas superiores durante o sono (DEMPSEY et al., 2010). Ao 

longo do tempo, a exposição aos repetitivos episódios de apneia acarreta no aparecimento de 

importantes efeitos deletérios no sistema cardiovascular, incluindo o desenvolvimento da 

hipertensão arterial decorrente, principalmente, de um aumento da atividade simpática basal 

(SOMERS et al., 1995). Ainda que pacientes com AOS possam apresentar outras morbidades 

que também interfiram com os mecanismos de controle da pressão arterial, como obesidade e 

síndrome metabólica (DEMPSEY et al., 2010), há evidências indicando que a exposição à 

hipóxia intermitente (HI), que mimetiza a AOS, parece ser um dos principais fatores que 

promovem o aumento persistente da atividade simpática e da pressão arterial (FLETCHER et al., 

1992; LEUENBERGER et al., 2005; ZOCCAL et al., 2008). Entretanto, os mecanismos pelos 

quais a HI interfere com o funcionamento normal do sistema nervoso simpático ainda não estão 

elucidados. 

Estudos conduzidos em modelos experimentais mostraram que a exposição à HI, 

isoladamente, promove um aumento da pressão arterial acompanhado de uma hiperatividade do 

sistema nervoso simpático (ZOCCAL et al., 2008, 2009). Em preparações in situ descerebradas e 

artificialmente perfundidas, foi verificado que ratos submetidos à HI por 10 dias apresentaram 

uma maior atividade do nervo simpático torácico associado a modificações no padrão 

respiratório (ZOCCAL et al., 2008). Nesse estudo, verificou-se que o nervo simpático de ratos 

HI apresentou níveis elevados de atividade especialmente durante a fase expiratória (ZOCCAL 

et al., 2008). Tais níveis elevados da atividade simpática de ratos HI durante a fase expiratória 

estavam intimamente correlacionados com o aparecimento de bursts na atividade expiratória 

abdominal durante a mesma fase respiratória (ZOCCAL et al., 2008; MOLKOV et al., 2011). 

Além disso, foi verificado que a redução da atividade respiratória (por meio da exposição a uma 
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 baixa pressão parcial de CO2) foi capaz de abolir os bursts de atividade nos nervos abdominal e 

simpático de ratos expostos à HI, restabelecendo o padrão respiratório normal e normalizando o 

padrão de acoplamento simpático-respiratório (MOLKOV et al., 2011). Em conjunto, esses 

resultados indicam que a exposição à HI promove alterações significativas nos mecanismos 

centrais de geração do padrão respiratório, acarretando no aparecimento de um padrão de 

expiração forçada (verificado pelo aumento da atividade motora abdominal). Como 

consequência, por meio dos mecanismos de acoplamento simpático-respiratório, as alterações no 

padrão expiratório central acarretam em uma maior modulação excitatória sobre os neurônios 

pré-simpáticos do RVLM, promovendo o aumento da atividade simpática durante a fase 

expiratória (MOLKOV et al., 2011; MORAES et al., 2013).  

Alterações no padrão de acoplamento simpático-respiratório em resposta à HI podem 

também ser observadas em ratos submetidos a protocolos agudos de HI. Estudos de Dick et al. 

(2007) verificaram em animais anestesiados que a exposição 10 episódios de 8% de O2, a cada 5 

min, induz um aumento persistente e acoplado nas amplitudes dos disparos dos nervos frênico e 

simpático, indicando que a HI aguda (HIA) intensifica o acoplamento simpático-respiratório e 

promove o aumento da atividade simpática. Por outro lado, (XING; PILOWSKY, 2010) 

mostram que o independente das alterações na atividade do nervo frênico. Estudos do nosso 

grupo mostram que ratos anestesiados e submetidos à HIA (10 episódios de 7% O2, a cada 5 

min) apresentam, de forma consistente, uma elevação dos níveis da pressão arterial associada a 

um aumento evidente nas amplitudes das contrações dos músculos abdominais oblíquos 

(LEMES et al., 2016). Em conjunto, esses achados mostram que a HI, tanto crônica como aguda, 

promove alterações significativas nos mecanismos de acoplamento entre as atividades 

expiratória e simpática, induzindo aumentos na atividade simpática e da pressão arterial basais. 

Estudos recentes mostram que ratos submetidos à HI apresentam um menor liminar 

apnêico em resposta a hipocapnia, indicando que as modificações simpáticas e respiratórias à HI 

estão associadas a uma sensibilização dos quimiorreceptores centrais (MOLKOV et al., 2011). 

Por meio de estudos utilizando modelos matemáticos, sugere-se que o RTN parece desempenhar 

uma relevante função na indução das alterações simpáticas e expiratórias induzidas pela HI 

(BARNETT et al., 2016), uma vez que tal núcleo contém neurônios glutamatérgicos 

(HOLLOWAY et al., 2015) importantes para a quimiorrecepção central e simpáto-excitação 

(GUYENET; STORNETTA; BAYLISS, 2008), e neurônios expiratórios envolvidos na geração 

do padrão motor de expiração ativa (JANCZEWSKI; FELDMAN, 2006; PAGLIARDINI et al., 

2011). De fato, verificamos em animais anestesiados que a inibição farmacológica do 

RTN/pFRG com muscimol foi capaz de abolir os aumentos da atividade motora expiratória e da 
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 pressão arterial induzidos pela HI (LEMES et al., 2016). Esses resultados mostram que os 

neurônios do RTN/pFRG é uma importante região que contribui para as alterações no padrão 

expiratório e no aumento da atividade simpática em resposta à HI. Contudo, os mecanismos 

celulares e neuroquímicos responsáveis por tais alterações associadas à HI ainda não foram 

elucidados. 

Há evidências da presença de importantes fatores neuromoduladores nessa região do 

RTN/pFRG que interferem com a atividade desses neurônios, tais como a serotonina (MULKEY 

et al., 2007). Estudos recentes mostram que a 5-HT agindo sobre os neurônios quimiossensíveis 

do RTN promove inibição do canal de potássio sensível a voltagem (KCNQ), como um 

mecanismo aditivo na ação quimiorreceptora, bem como, promove a ativação de uma corrente de 

entrada desconhecida (HAWRYLUK et al., 2012). Esta corrente de entrada desconhecida, por 

sua vez, parece estar associada a abertura de canais ativados por hiperpolarização e por ligantes 

nucleotídeos cíclicos (HCN), os quais são modulados positivamente pela ativação dos receptores 

5-HT e também contribuem para a quimiorrecepção central (HAWKINS et al., 2015). Estudos 

eletrofisiológicos demonstram que a aplicação de 5-HT apresenta um efeito excitatório sobre os 

neurônio do RTN, acarretando em um aumento da sensibilidade ao CO2 dos seus neurônios por 

um mecanismo independente da detecção de alterações de pH (MULKEY et al., 2007). 

Nesse sentido, consideramos a possibilidade de que a 5-HT poderia ser um importante 

mediador contribuindo para o aumento da atividade das células quimiossensíveis do RTN/pFRG 

induzida pela exposição à HI. Além disso, a 5-HT já tem sido sugerida na literatura estar 

envolvida na plasticidade da rede respiratória neural induzida por HI (BAKER; MITCHELL, 

2000). Estudos anteriores mostram que a ativação dos receptores serotoninérgicos, durante os 

episódios de HI, promove um aumento compensatório e persistente, denominado de facilitação a 

longo prazo (long-term facilitation - LTF) na atividade motora inspiratória (tanto no hipoglosso 

como no nervo frênico) (FULLER et al., 2001b; LING et al., 2001; LING, 2008) a qual parece 

resultar primeiramente em um aumento do volume corrente (MCGUIRE et al., 2003) e em 

menor extensão na frequência respiratória (TURNER; MITCHELL, 1997). O LTF na atividade 

respiratória já foi observado em várias espécies de animais, incluindo gatos, cachorros, ratos 

(MILLHORN; ELDRIDGE; WALDROP, 1980; CAO et al., 1992; HAYASHI et al., 1993), e em 

humanos (ABOUBAKR et al., 2001; CHOWDHURI et al., 2008). Interessantemente, a geração 

do LTF na atividade respiratória parece decorrer da ativação repetida dos receptores 

serotoninérgicos, e não apenas única (BAKER; MITCHELL, 2000). Experimentos de 

(MACFARLANE; MITCHELL, 2009) em ratos anestesiados e sem uso da HI mostrou que 3 

aplicações repetidas de 5-HT na região do núcleo motor frênico,  presente na porção cervical da 
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 medula espinhal, a cada 5 min, promoveram LTF na atividade do nervo frênico,  semelhante 

àquela observada em animais expostos à HIA (MACFARLANE; MITCHELL, 2009). Estes 

dados indicam que a 5-HT exerce um importante efeito plástico na excitabilidade neuronal 

relacionada na HI.  

Além do LTF respiratório, a ativação dos receptores serotoninérgicos, especificamente 

os do tipo 5-HT2, também estão envolvidos no LTF observado na atividade simpática, haja visto 

que o bloqueio sistêmico com o antagonista ketanserina preveniu o aumento da pressão arterial 

em animais expostos à HIA (DICK et al., 2007; XING; PILOWSKY, 2010). Ademais, estudos 

do nosso laboratório (LEMES et al., 2016) mostram que injeções repetidas e bilaterais de 5-HT 

no RTN/pFRG (1mM, 3x, 5 min de intervalo entre as injeções) de ratos anestesiados promovem 

um expressivo aumento da atividade motora expiratória, ainda que estivessem mantidos em 

condições de normocapnia. Tal aumento não foi observado após microinjeções únicas de 5-HT 

no RTN/pFRG, indicando que as alterações plásticas expiratórias induzidas pela 5-HT no 

RTN/pFRG dependem, em parte, de um padrão ativação repetida/intermitente. Em conjunto, 

esses dados mostram que a 5-HT, atuando sobre os neurônios do RTN/pFRG, é capaz de 

promover a geração da expiração ativa de forma independente de modificações na PaO2 e 

PaCO2. Contudo, ainda não foi avaliado o papel dos mecanismos serotoninérgicos, 

especialmente ao nível do RTN/pFRG, sobre as alterações simpáticas e expiratórias induzidas 

pela HI, e o possível mecanismo pelo qual a 5-HT pode promover a geração da expiração ativa.   

Nesse sentido, considerando o conjunto de informações apresentado anteriormente, as 

hipóteses do presente trabalho são: i) a HIA promove alterações no padrão respiratório e 

simpático em condições basais (pós HIA); ii) a modificação do padrão simpático-respiratório 

envolve a geração de expiração ativa, sendo esta mediada pela ativação de receptores 5-HT2 no 

RTN/pFRG durante os eventos hipóxicos, por um mecanismo de sensibilização dos neurônios 

quimiossensíveis; iii) a geração do padrão expiratório depende de dois tipos celulares do 

RTN/pFRG, neurônios sensíveis às variação da PaCO2; e neurônios expiratórios não sensíveis às 

variações da PaCO2; e iv) a ativação 5-HT2 no RTN/pFRG durante a HIA, contribuirá para o 

aumento da atividade dos neurônios do RTN/pFRG via modulação da neurotransmissão 

glutamatérgica.  
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 2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os mecanismos envolvidos na geração do padrão de expiração ativa em animais 

controle e em animais expostos à HIA. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Avaliar o padrão expiratório e as alterações no acoplamento simpato-respiratório de 

preparações in situ submetidas à HIA; 

2) Avaliar o efeito do antagonismo seletivo dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT2 

do RTN/pFRG durante a HIA sobre as alterações cardiorrespiratórias em ratos 

anestesiados; 

3) Verificar a participação da neurotransmissão glutamatérgica do RTN/pFRG na geração 

de expiração ativa e simpato-excitação em animais controle expostos à hipercapnia, 

utilizando a preparação in situ; 

4) Avaliar o efeito de microinjeções repetidas do agonista seletivo dos receptores 5-HT2 no 

RTN/pFRG sobre as atividades dos nervos frênico, abdominal e simpático de preparações 

in situ; 

5) Verificar o efeito da ativação repetida dos receptores 5-HT2 do RTN/pFRG sobre o limiar 

apnêico em preparações in situ;  

6) Avaliar o efeito do antagonismo dos receptores glutamatérgicos ionotrópicos do 

RTN/pFRG sobre o padrão das atividades simpática e respiratória após microinjeções 

repetidas do agonista dos receptores 5-HT2 RTN/pFRG de preparações in situ;  
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 3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 ANIMAIS 

Neste trabalho, utilizamos ratos Holtzman, com peso entre 270-280 g (experimentos in 

vivo) e 65-75 g (experimentos in situ), provenientes do Biotério Central da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara (FOAr), Universidade Estadual Paulista (UNESP) e mantidos no 

Biotério Setorial do laboratório de Fisiologia, FOAr/UNESP. Os animais foram alojados em 

gaiolas coletivas, dispostos em número de 8 animais adultos por caixa ou 15 animais jovens por 

caixa, com água e ração ad libitum e ciclo claro-escuro 12:12 h (início às 07:00h). Todos os 

protocolos experimentais realizados neste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso 

de Animais da FOAr/UNESP (CEUA, protocolo 21/2012). 

 

3.2 ANIMAIS ANESTESIADOS 

 

3.2.1 Anestesia, implante de cateteres arterial e venoso, e registros dos parâmetros 

cardiovasculares. 

Inicialmente, os animais receberam injeção intraperitoneal de uretana (1,2 g/Kg; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA), pH 7.4 (ajustado com bicarbonato de sódio). A anestesia foi 

constatada como eficaz na ausência dos reflexos corneal e de retirada, bem como ausência de 

alterações cardiorrespiratórias ao pinçar a pata do animal. Uma dose suplementar do anestésico, 

de 10-20% da dose inicial, foi administrada quando necessário. Após a certificação da anestesia, 

os animais forma posicionados em decúbito dorsal em uma mesa cirúrgica apropriada. Em 

posição anatômica, uma incisão foi realizada na região da virilha (seguindo a linha do joelho e 

imediatamente antes da pelve) do animal e os tecidos cutâneo e subcutâneo foram divulcionados 

e a artéria e veia femoral foram localizadas. A veia femoral foi isolada e teve um cateter de 

polietileno (PE-10 conectado a um PE-50) inserido administração (1 mL/h) de solução ringer 

(em mM: NaCl, 125; NaHCO3, 24; KCl, 5; CaCl2, 2.5; MgSO4, 1.25; KH2PO4, 1.25; Glicose, 

10), sendo esta solução aerada previamente com carbogênio (95% de O2 e 5% de CO2; White 

Martins), afim de manter balanço hidroeletrolítico e ácido-base do animal (XING; PILOWSKY, 

2010; LEMES; ZOCCAL, 2014). Posteriormente, a artéria femoral também foi isolada e um 

segundo cateter de polietileno foi introduzido até a aorta abdominal, para registros da pressão 

arterial pulsátil (PAP). A partir dos sinais da PAP, foram derivados os valores da pressão artéria 

média (PAM) e da frequência cardíaca (FC). Ambos os cateteres foram fixados aos vasos 

sanguíneos utilizando linha cirúrgica com pelo menos dois nós afim de prevenir que o 
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 deslocamento dos mesmos. O cateter arterial (PE-50) foi acoplado ao transdutor de pressão 

(Grass Instrument, modelo PT300, Warwick, EUA), o qual estava conectado a um amplificador 

(Grass Quad Amplifier, modelo 15LT, RI, EUA). O sinal da PAP foi captado por um sistema de 

aquisição (micro1401, Cambridge Eletronic Design, Inglaterra) e digitalizados em um 

microcomputador na frequência de 1 kHz, mediante software específico (Spike2 v7.10, 

Cambridge Eletronic Design, Inglaterra). Os dados de PAM e FC, oriundos da PAP, foram 

analisados pelas variações absolutas, comparando valores antes e após segundo cada protocolo. 

 

3.2.2 Registros e avaliação das atividades dos músculos respiratórios e traqueostomia 

Após o implante dos cateteres femorais, os animais foram posicionados em decúbito 

lateral esquerdo e uma incisão foi realizada nos tecidos cutâneo e subcutâneo, para inserção de 

um par de eletrodos de prata os músculos oblíquos externo e interno (ABD), afim de registrar a 

atividade motora expiratória do animal. Os eletrodos foram inseridos entre os músculos 

abdominais oblíquos com o auxílio de uma agulha de injeção, cortada na base. A superfície de 

contato do eletrodo com os músculos era de mais ou menos 1 cm e a distância entre os eletrodos 

de aproximadamente 0,5 cm. Ao termino do implante dos eletrodos, uma sutura do tecido 

cutâneo foi realizada afim de evitar o deslocamento dos eletrodos e prevenir a captação de ruídos 

externos ao animal.  Em seguida, os animais foram posicionados em decúbito dorsal e tiveram a 

cabeça estabilizada, por meio do aparado na mesa cirúrgica. Posteriormente, uma incisão foi 

realizada na linha média do pescoço e os tecidos subcutâneo e músculo esterno-hioideo foram 

divulcionados, o que permitiu o acesso à traqueia. Na traqueia, uma nova incisão foi realizada 

entre os discos cartilaginosos mais superiores, próximos ao osso hióide, onde foi introduzido o 

tubo traqueal (semirrígido), sendo fixado com uma linha cirúrgica. Na sequência, uma incisão foi 

feita no abdômen, na região do hipocôndrio esquerdo, onde foi inserido e posicionado o eletrodo 

bipolar em contato com o diafragma (DIA), o qual permitia registrar e avaliação a atividade 

inspiratória. O líquido da cavidade abdominal foi drenado com algodão afim de evitar que o 

líquido fizesse o contato entre os eletrodos e impedisse a captação do sinal elétrico do músculo. 

Os sinais ABD e DIA foram filtrados (0,05 – 2 KHz), amplificados (Grass Amplifier, P511), 

digitalizados (2 kHz, micro1401, CED) e adquiridos em um computador (Spike2).  

Com o registro da a atividade DIA, foram avaliados a variação da amplitude (expressa 

em variações percentuais em relação à amplitude basal), a duração da contração (ou tempo 

inspiratório, expresso em ms), o intervalo entre cada contração (ou tempo expiratório, expresso 

em ms) e a frequência das contrações (expresso em ciclos por minuto, cpm). Da atividade ABD, 
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 foi quantificada a variação da atividade média, expressa em valores percentuais comparadas a 

atividade média basal. 

 

3.2.3 Gasometria 

Em um grupo específico de animais anestesiados e submetidos a HIA, avaliamos a 

pressão parcial arterial de O2 (PaO2) e CO2 (PaCO2), concentração plasmática de bicarbonato e 

pH arterial antes e após exposição à HIA.  Para tanto, uma amostra do sangue arterial (50 µL) foi 

coletada através cateter da artéria femoral e inserida na tira descartável acoplada ao analisador i-

SAT (handheld, Abbot, Illinois, USA). As medidas foram realizadas antes, e 30 e 60 min após a 

exposição a HIA. 

 

3.3 ANIMAIS NÃO ANESTESIADOS – PREPARAÇÃO IN SITU  

 

3.3.1 Preparação coração-tronco cerebral isolados 

Para obtenção das preparações in situ, os animais foram inicialmente anestesiados para 

iniciar o procedimento cirúrgico. Para tanto, os animais foram inseridos em uma câmara 

contendo uma trouxa de gaze umidificada com anestésico inalatório (Tanohalo, Cristália, Itapira-

SP, Brasil). Uma vez profundamente anestesiados, os animais foram rapidamente removidos do 

aparato e seccionados sub-diafragmaticamente com uma tesoura longa. Imediatamente após esta 

secção, o segmento cabeça, membros superiores e tórax foi submergido em uma cuba contendo 

solução de Ringer resfriada (2 – 4 ºC, ver composição a diante), seguido da decerebração pré-

colicular (remoção do tecido cerebral utilizando sucção, com auxílio de bomba de vácuo) e 

remoção total da pele do animal, sendo o último uma medida preventiva contra contaminação e 

obstrução do sistema de perfusão. Na sequência, os pulmões e as últimas costelas do lado direito 

foram removidos para facilitar o acesso ao nervo frênico e a cadeia simpática paravertebral. A 

superfície ventral do tronco cerebral foi exposta após a remoção dos músculos, da traqueia e dos 

tecidos conjuntivos da região do pescoço e da porção basilar do osso occipital (MORAES et al., 

2012). Em seguida, as preparações foram transferidas para a câmara de registros onde tiveram o 

coração removido e a aorta descendente canulada para perfusão retrograda, com o auxílio de uma 

bomba peristáltica (Watson-Marlow 502S, EUA). A solução de perfusão era constituída de uma 

solução de Ringer (em mM: NaCl, 125; NaHCO3, 24; KCl, 5; CaCl2, 2.5; MgSO4, 1.25; 

KH2PO4, 1.25; Glicose, 10), contendo um agente oncótico (Polyethylene glycol 20.000, 1.25%, 

Sigma-Aldrich, EUA), que permitia o transporte adequado dos nutrientes e íons entre o tecido e 

o vaso, bem como um bloqueador neuromuscular (brometo de vecurônio 3 – 4 μg/ml), que 
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 encerrava as contrações músculares durante os experimentos. A pressão de perfusão foi mantida 

entre 50–70 mmHg por meio do controle do fluxo (entre 21–25 mL/min), e pela adição de 

vasopressina (0,6–1 nM, Sigma, EUA) na solução de perfusão, que tinha ação vasoconstritora. A 

solução de perfusão foi continuamente aerada com carbogênio (95% O2 e 5% CO2) para o 

fornecimento de O2 e CO2 e para a manutenção do pH em valores adequados (aproximadamente 

7,4). Esta solução de perfusão também foi aquecida próximo à 32ºC, por um trocador de calor, e 

filtrada por um pré-filtro de polipropileno de 25 mm de diâmetro e 25 m de tamanho do poro 

(Millipore, PP25). Além disso, duas armadilhas de bolhas foram usadas a fim de prevenir 

qualquer acidente vascular mediado pela presença de bolhas. Os tubos do sistema de perfusão 

eram impermeáveis ao O2 e ao CO2 (Tygon Cole Palmer, Il, EUA: ID: 1,56 mm; OD: 4,7 mm). 

A cânula de duplo lúmen (Portex, MA, EUA: DI: 0,28mm; DE: 0,61 mm), inserida na aorta, 

permitia, simultaneamente, a perfusão do animal e o registro da pressão de perfusão (PP). Este 

último foi realizado conectando o cateter a um transdutor de pressão (Grass), o qual estava 

conectado a um amplificador (Grass). Os sinais da pressão de perfusão foram convertidos por 

uma placa A/D (micro1401) e registrados em um computador por software especifico (Spike2). 

 
 

3.3.2 Registro e análise das atividades dos nervos frênico, abdominal e simpático 

Todos os registros foram obtidos por meio de eletrodos bipolares de prata e de sucção, 

acoplados a micro-manipuladores 3D. A atividade do nervo frênico esquerdo foi captada e o 

perfil de disparo em rampa foi utilizado como padrão fisiológico de viabilidade da preparação 

(PATON, 1996). A atividade simpática eferente foi registrada a partir da cadeia simpática 

torácica, ao nível de T10–T12, e o seu perfil de atividade basal apresentava um aumento durante 

a fase inspiratória (conjuntamente com o disparo do nervo frênico), com pico imediatamente 

após a inspiração, ou seja, na fase pós-inspiratória. Por sua vez, o nervo abdominal foi isolado ao 

nível tóraco-lombar, seccionado e sua atividade eferente registrada. O padrão de atividade basal 

do nervo abdominal corresponde pela presença de atividade de baixa amplitude durante a fase 

expiratória, a qual era inibida durante a inspiração. Os sinais dos nervos foram amplificados 

(Grass), filtrados (0,05–3 kHz) e adquiridos (5 KHz) por meio de um conversor A/D 

(micro1401) em um computador, utilizando o software Spike 2.  

As análises das atividades dos nervos registrados foram realizadas off-line, em sinais 

retificados e integrados (constante de tempo de 50 ms) por meio do software Spike 2. Usando 

trechos de aproximadamente 5 min, cycle-triggered averages (médias por ciclo) foram geradas a 

partir dos sinais dos nervos frênico, abdominal e simpático torácica, tomando como referência a 
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 atividade do nervo frênico. Dessa forma, foram geradas médias das atividades de acordo com o 

ciclo respiratório. Estas médias foram obtidas em registros integrados com os mesmos 

parâmetros de amplificação e constante de integração de sinal. O sinal do nervo frênico remeteu 

a atividade inspiratória, bem como, o do nervo motor abdominal a atividade expiratória e do 

nervo simpático torácico a atividade simpática eferente. Nesse sentido, a partir do nervo frênico, 

analisamos: i) a amplitude dos disparos (bursts), expressa em µV; ii) frequência dos bursts, 

expressa em cpm; iii) duração dos bursts (tempo inspiratório), expresso em ms; e iv) tempo 

expiratório (período entre os disparos do nervo frênico), expresso em ms. O sinal médio da 

atividade simpática torácica foi dividido em 3 segmentos: inspiração (I, período coincidente ao 

disparo do nervo frênico), pós-inspiração (PI, primeira metade da expiração) e expiração tardia 

[E-tardia, período final da fase expiratória, pertencente à segunda metade da expiração (E2), 

coincidente com o aparecimento de disparos de grande amplitude na atividade abdominal – mais 

detalhes adiante]. A média da atividade simpática foi calculada em cada segmento (em valores 

absolutos, μV, sendo expresso em percentual comparado ao valor basal frente à algum estímulo), 

o qual permitia analisar um padrão de distribuição da atividade simpática ao longo do ciclo 

respiratório. Os mesmos procedimentos foram tomados para analisar o padrão de atividade do 

nervo abdominal durante as fases PI e E-tardia. O valor do ruído elétrico, obtido ao final dos 

experimentos após a morte da preparação in situ (desligamento da bomba de perfusão) foi 

subtraído das atividades, antes das análises. Como resultado, a avaliação da distribuição da 

atividade simpática ao longo do ciclo respiratório permitia correlacionar alterações na atividade 

simpática associadas a modificações da atividade respiratórias.  
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Figura 1. Figura ilustrando o registro padrão de uma preparação in situ. Registros original 

e integrado (∫) das atividades dos nervos simpático torácico (tSN), abdominal (AbN) e frênico 

(PN), bem como a pressão de perfusão (PP) de uma preparação in situ. O disparo do nervo 

frênico, em forma de rampa e encerrando rapidamente, marca a fase inspiratória (delimitada 

pelas linhas verticais). Entre um disparo e outro do frênico temos a expiração, a qual pode ser 

dividida em duas fases E1 (ou pós-inspiração) e E2 (ou expiração tardia) (áreas em cinza). 

Observa-se que a atividade abdominal apresenta pouca atividade durante a expiração e é inibida 

durante a inspiração. Com relação ao nervo simpático, nota-se que o pico da atividade simpática 

ocorre durante a fase E1. 

 

3.4 ESTEREOTAXIA IN VIVO E IN SITU 

Em animais anestesiados, após os procedimentos cirúrgicos descritos inicialmente, os 

animais foram posicionados no aparelho estereotáxico (David Kopf, EUA) para a realização de 

microinjeções no RTN/pFRG. Para isso, a tricotomia e assepsia da região superior da cabeça foi 

realizada, seguida da administração de anestésico local com vasoconstritor (cloridrato de 

lidocaína 2% com bitartarato de norepinefrina 1:50.000) a fim de reduzir o sangramento local 

durante a incisão. Na sequência, foi realizada a incisão nos tecidos cutâneo e subcutâneo para a 

exposição superior do crânio, a qual foi limpa com água oxigenada e soro fisiológico. A torre 

estereotáxica foi fixada na posição vertical (ângulo zero) e a cabeça do animal posicionada 3,5 

mm abaixo da referência interaural. Usando coordenadas estereotáxicas (PAXINOS; WATSON, 

2007), uma abertura no crânio foi realizada com fresa odontológica esférica, acoplada a um 

micromotor, para introdução da injetora (agulha 30 G) para microinjeção. As coordenadas 

estereotáxicas para o RTN/pFRG foram: -2.7 mm de antero-posterior do lâmbda; -1.8 mm de 

lateral da sutura longitudinal e 11.0 mm de dorso-ventral da superfície dorsal.  
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 Nas preparações in situ as microinjeções no RTN/pFRG foram realizadas com pipetas 

de vidro confeccionadas com estirador de pipetas vertical (Stoelting Vertical Pipette Puller, 

model no 51210, Wood Dale, Illinois, EUA). Tais pipetas foram conectadas a uma bomba 

pneumática (Picospritzer II – Parker Hannifin Corporation, Fairfield, EUA), que, mediante 

pulsos de pressão, injetava volume aproximado de 40-50 nL. O volume injetado foi assegurado 

pela visualização de escala milimétrica, previamente ajustada, em lupa estereoscópica. Os sítios 

das microinjeções foram identificados usando o corpo trapezóide e as raízes do hipoglosso como 

referência. As coordenadas utilizadas foram: 50 µm de antero-posterior do corpo trapezoide, 

2000 µm de lateral partindo da linha média, utilizando a artéria basilar como referência, e 50 à 

100 µm de ventro-dorsal da superfície ventral, conforme descrito anteriormente (MORAES et 

al., 2012). 

 

3.5 MICROINJEÇÕES NO RTN/pFRG 

Em animais anestesiados, foi microinjetado no RTN/pFRG a ketanserina (10 μM, 

Sigma-Aldrich, EUA), um antagonista seletivo dos receptores serotoninérgico do tipo 5-HT2. A 

droga foi microinjetada no RTN/pFRG manualmente utilizando-se uma seringa Hamilton de 1 

μL (Hamilton, Reno, NV, EUA) conectada por um tubo de polietileno PE-10 a injetora. A 

concentração utilizada foi escolhida baseada em estudos prévios (TOPPIN et al., 2007). 

Em preparações in situ, as drogas utilizadas foram: i) DOI (2,5-Dimethoxy-4-

iodoamphetamine, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, EUA), agonista seletivo dos receptores 

serotoninérgicos do tipo 5-HT2a-2c, conforme descrito por (MACFARLANE; MITCHELL, 

2009), na concentração de 1mM; ii) ácido quinurênico (Kynurenic acid – KYN; Sigma-Aldrich, 

St.Louis, MO, EUA) na concentração de 100 mM, baseado em estudos prévios de (COSTA-

SILVA; ZOCCAL; MACHADO, 2010). Estas drogas foram microinjetadas com pipetas de 

vidros conectadas ao Picospritzer II, conforme descrito anteriormente. O volume microinjetado 

no RTN/pFRG foi de 50 nL em preparações in vivo e in situ. Todas as drogas foram dissolvidas 

em solução Ringer, com pH 7.4.  

 

3.6 HIPÓXIA INTERMITENTE AGUDA (HIA) 

Em animais anestesiados, a indução dos episódios de HIA foi realizada por meio de 

mistura gasosa de nitrogênio e oxigênio (6-7% O2/94% N2; White Martins, São Carlos-SP, 

Brasil) obtida de um misturador de gases (AVS Projetos, São Carlos-SP, Brasil) acoplado a um 

analisador de O2 e CO2 (ML 206, ADInstruments, Austrália). A mistura gasosa foi administrada 

ao animal pelo fluxo de ar que perfazia um aparato umidificado conectado a cânula traqueal, 
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 sendo este aberto na extremidade final para de prevenir barotrauma no aparelho respiratório do 

rato. A fração inspirada de O2 foi reduzida para 6-7%, 10 vezes, por 45 segundos, intercalados 

com 5 minutos de hiperóxia (FiO2 100%), conforme descrito anteriormente (DICK et al., 2007; 

XING; PILOWSKY, 2010). Após o 10º episódio de HIA, a FiO2 foi mantida em 100% e a 

atividade elétrica dos músculos respiratórios e os parâmetros cardiovasculares foram registrados 

por mais 60 min. Em preparações in situ, um protocolo semelhante foi utilizado (10 episódios de 

hipóxia, duração de 45 segundos, intercalados por 5 minutos de hiperóxia), porém a mistura 

gasosa da solução de perfusão (95% O2/5% CO2) foi substituída para 6-7% O2/5% CO2/88% N2 

durante a HIA, sendo restaurada para 95% O2/5% CO2 e mantida por 60 min após o último 

episódio de HIA. 

 

3.7 ATIVAÇÃO DOS QUIMIORRECEPTORES CENTRAIS E LIMIAR APNÊICO EM 

IN SITU 

As respostas simpáticas e respiratórias observadas durante a exposição ao aumento da 

concentração fracional de CO2 no perfusato (mistura 8% CO2 e 92% O2) durante 10 min foram o 

aumento da amplitude de disparo do nervo frênico, redução do tempo inspiratório, aumento da 

atividade abdominal e simpato-excitação (ABDALA et al., 2009; MOLKOV et al., 2011). Em 

um outro grupo de animais, o estímulo inverso, com hipocapnia (1% CO2 e 99% O2), também foi 

realizado com o objetivo de determinar o nível CO2 necessário para promover excitação da rede 

respiratória e a geração dos disparos do nervo frênico, também conhecido como limiar apnêico. 

O teste do limiar apnêico permitiu fazer uma referência, indireta, do grau de sensibilização 

neurônios quimiossensíveis, uma vez que nesta condição o drive excitatório para gerar a 

atividade respiratória, dependente de CO2, está amplamente reduzido e, consequentemente, 

observa-se a cessação da atividade respiratória em preparações in situ de ratos naïve (MOLKOV 

et al., 2011). Tais manipulações foram realizadas com o auxílio de um misturador de gases (AVS 

Projetos, São Carlos) acoplado a um analisador de O2 e CO2 (ADInstruments).  

 

3.8 HISTOLOGIA 

Ao termino de cada experimento, foi realizada a microinjeção (50 nL) do corante azul 

de Evan 2% (Vetec, Química Fina Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no RTN/pFRG a fim de 

marcar, histologicamente, os sítios das microinjeções. Em animais anestesiados, após as 

microinjeções de corante, foi realizado a perfusão transcardíaca com soro fisiológico seguido de 

solução formol 10% tamponada. O tronco cerebral foi removido e fixado em formol 10% por 48 

h e solução de sacarose (30%), respectivamente, e seccionado no criostato em cortes coronais 
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 com 30 µm de espessura. Nas preparações in situ, o tronco encefálico foi removido ao final dos 

experimentos, e rapidamente colocado em um frasco contendo formol 10%, por 5-7 dias, para 

fixação, seguindo de solução de sacarose (30%), para posterior corte histológico (30 µm). Os 

cortes foram montados em lâminas de vidro, e posteriormente corados pelo método de Nissl. A 

área atingida pela microinjeção foi localizada microscopicamente, comparando as secções com o 

atlas anatômico de ratos de (PAXINOS; WATSON, 2007). 

 

3.9  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados estão apresentados como média e erro padrão da média. Para análises 

diretas, os resultados foram comparados utilizando o teste t pareado de Student. Para múltiplas 

comparações, os dados foram analisados pela análise de variância para medidas repetidas 

(ANOVA One-way) seguido do pós-teste Tukey. Nestas análises, utilizamos o software Prism 

(versão 6, GraphPad, EUA). O nível de significância adotado foi de P < 0,05. 

 

3.10  PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 

3.10.1 Avaliação da expiração ativa e do acoplamento simpato-respiratório após a HIA in situ 

Sabe-se que a HIA é um modelo experimental capaz de promover a geração de 

expiração ativa em animais anestesiados, condições de repouso (hiperóxia/normocapnia) 

(LEMES et al., 2016). Estudos anteriores mostram que a HI, de forma crônica, promove uma 

alteração do padrão respiratório, com a geração de expiração ativa, a qual, por sua vez parece ser 

importante para o aumento e manutenção dos níveis de simpática e pressão arterial basal 

(ZOCCAL et al., 2008; MORAES et al., 2014). Neste protocolo, procuramos avaliar os efeitos 

da HIA sobre o padrão de acoplamento entre as atividades simpática e expiratória, em condições 

livres de anestesia. Para tanto, as preparações in situ foram expostas à HIA (10 episódios de 6-

7% O2, por 45 s, a cada 5 min) e, após, as atividades dos nervos respiratórios e simpático foram 

registradas por 60 min, período este em que foram feitas as análises descritas anteriormente. 

Durante todo o protocolo experimental, incluindo o período de exposição à HIA, a concentração 

fracional de CO2 foi mantida em 5%.  

 

3.10.2 Envolvimento dos mecanismos serotoninérgicos do RTN/pFRG nas alterações 

respiratórias e cardiovasculares induzidas pela HIA em animais anestesiados 

Estudos de MacFarlane & Mitchell (2009) mostraram que o aumento compensatório e 

persistente, conhecida como facilitação a longo prazo, da atividade respiratória depende da 
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 ativação repetida de mecanismos serotoninérgico, especialmente do tipo 5-HT2 em núcleos 

respiratórios. Nesse protocolo avaliamos o envolvimento dos mecanismos serotoninérgicos do 

RTN/pFRG nas alterações respiratórias e cardiovasculares evocadas pela HIA por meio de 

microinjeções do antagonista dos receptores para 5-HT2. Neste estudo, utilizamos a abordagem 

em animais anestesiados e com nervos vagos intactos, uma vez que queríamos analisar os efeitos 

da HIA na presença do feedback dos receptores de estiramento pulmonar. O racional para tal 

abordagem baseia-se em estudos prévios do nosso laboratório mostrando que na ausência de 

aferências vagais, os mecanismos de geração da expiração ativa estão facilitados (LEMES; 

ZOCCAL, 2014). Sendo assim, realizamos o antagonismo dos receptores serotoninérgicos 5HT2 

no RTN/pFRG, por meio de microinjeções bilaterais de ketanserina (10µM, 50nL, Sigma-

Aldrich, MO, USA). As microinjeções foram realizadas antes da exposição à HIA e repetidas a 

cada 3 episódios de HI, a fim de garantir o efeito efetivo antagônico da droga durante todo o 

período do protocolo de HIA (dados não publicados; Anexo 2). Após a exposição à HIA, as 

atividades respiratórias e cardiovasculares foram avaliadas e comparadas aquelas obtidas em 

animais que receberam o veículo (solução de Ringer). Um segundo grupo de animais controle foi 

realizado, os animais receberam microinjeções de ketanserina no RTN/pFRG, mas não foram 

submetidos à HIA. Tal grupo foi necessário para verificar se o antagonismo dos receptores 5-

HT2 no RTN/pFRG poderia promover qualquer alteração respiratória ou cardiovascular.  

 

3.10.3 Alterações na pressão parcial dos gases e pH arteriais induzidas pela HIA 

Uma amostra do sangue arterial de animais anestesiados foi coletada antes, 30 e 60 min 

após a exposição a HIA, para análise da PaO2, PaCO2, pH e concentração plasmática de HCO3
-, 

a fim de se verificar se a HIA promoveria alterações metabólicas no animal e estas, por sua vez, 

seriam capazes de induzir qualquer alteração na atividade cardiorrespiratória do mesmo. 

 

3.10.4 Participação da neurotransmissão glutamatérgica do RTN/pFRG na geração de 

expiração ativa e simpato-excitação in situ 

Evidências experimentais mostram que a 5-HT é capaz de induzir um aumento da 

atividade neuronal por facilitar mecanismos relacionados à neurotransmissão glutamatérgica 

(BOCCHIARO; FELDMAN, 2004). Contudo, não se sabe o papel da neurotransmissão 

glutamatérgica do RTN/pFRG sobre a geração do padrão da expiração ativa. O aumento da 

pressão parcial de CO2 no sangue arterial promove um aumento da atividade motora abdominal, 

tornando a expiração um processo ativo (ABDALA et al., 2009; MARINA et al., 2010; 

MOLKOV et al., 2011; LEMES; ZOCCAL, 2014). Nesse sentido, neste protocolo expusemos as 
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 preparações in situ à hipercapnia 8% por 10 min, de modo a promover a expiração ativa. No 

quinto minuto da hipercapnia, foram realizadas microinjeções bilaterais de ácido quinurênico 

(100 mM, 50 nL) no RTN/pFRG, a fim de que fosse observada a participação da 

neurotransmissão glutamatérgica no processo de expiração ativa, bem como sua participação nas 

modificações nas atividades inspiratória e simpática. Os dados obtidos antes e durante a 

hipercapnia, bem como após a microinjeção do ácido quinurênico, foram analisados e 

comparados. 

 

3.10.5 Papel dos receptores 5-HT2 do RTN/pFRG na facilitação a longo prazo das atividades 

dos nervos abdominal, frênico e simpático torácico in situ. 

Neste protocolo avaliamos o efeito da ativação dos receptores serotoninérgicos sobre as 

atividades respiratórias e simpática em preparações in situ. Para tanto, realizamos microinjeções 

repetidas do agonista 5-HT2A-2C, DOI (10µM, 50nL), no RTN/pFRG. Realizamos três 

microinjeções bilaterais no RTN/pFRG, repetidas a cada 5 min, de modo a simular uma situação 

semelhante à HIA (MACFARLANE; MITCHELL, 2009). Após as microinjeções, as atividades 

dos nervos frênico, abdominal e simpático torácico foram acompanhadas e analisadas por mais 

60 min.  

 

3.10.6 Sensibilização induzida pela ativação repetida dos receptores 5-HT2 do RTN/pFRG no 

limiar apnêico. 

Em estudos anteriores, verificamos que microinjeções repetidas de 5-HT no RTN/pFRG 

de animais anestesiados promovem uma facilitação das respostas de aumento nas atividades 

diafragmática e abdominal em resposta à hipercapnia (dados não publicados, Anexo 2). Nesse 

sentido, exploramos se a ativação intermitente dos receptores 5HT2 no RTN/pFRG de 

preparações in situ poderiam promover uma sensibilização dos mecanismos de quimiorrecepção 

central. Nesse sentido, 60 min após as microinjeções de DOI ou veículo no RTN/pFRG, 

realizamos o teste do limiar apnêico, no qual a concentração de CO2 do perfusato foi reduzido 

para 1% CO2 (balanceado com 99% O2) por 5-10 min. Posteriormente, a mistura gasosa de (5% 

CO2 e 95% O2) foi reestabelecida e um período de 20 min, para o restabelecimento das 

atividades neurais da preparação.  
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 3.10.7 Participação da neurotransmissão glutamatérgica do RTN/pFRG na sensibilização 

induzida pela ativação dos receptores serotoninérgicos também do RTN/pFRG. 

Adicionalmente, estudos demonstram que a facilitação/sensibilização a longo prazo é 

dependente de ativação da neurotransmissão glutamatérgica (HOFFMAN; MITCHELL, 2011; 

PAMENTER; POWELL, 2013). Nesse sentido, para averiguarmos se as alterações nas 

atividades respiratórias e simpática promovidas pela ativação dos receptores 5-HT2 no 

RTN/pFRG dependiam da ativação de receptores glutamatérgicos, realizamos microinjeções 

bilaterais de ácido quinurênico (100 mM, 50 nL) no RTN 70-80 min após as microinjeções de 

DOI ou veículo. Os dados foram analisados conforme descritos anteriormente e comparados os 

dados obtidos em animais controle.  
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 4. RESULTADOS 

 

4.1 ATIVIDADE MOTORA RESPIRATÓRIA E SIMPÁTICA EM PREPARAÇÕES IN 

SITU APÓS HIA. 

A figura 2 demonstra os efeitos da HIA sobre as atividades dos nervos frênico (PN), 

abdominal (AbN) e simpático torácico (tSN) de preparações in situ. Em condições basais, o PN 

apresenta um padrão de disparo em rampa, o AbN, baixa amplitude de atividade, e o tSN exibe 

marcada modulação inspiratória/pós-inspiratória (Figura 3), como descrito previamente 

(ZOCCAL et al., 2008; MORAES et al., 2014). Em todas as preparações in situ (n=9), os 

episódios de hipóxia em preparações in situ, promoveram, individualmente, diminuições na 

pressão de perfusão. Em relação às atividades AbN, tSN e PN, a redução da pressão parcial de 

O2 no perfusato promoveu pequenos aumentos na atividade desses nervos, os quais foram 

irregulares ao longo dos episódios sucessivos de hipóxia. Após a HIA, as preparações in situ 

apresentaram: i) aumento na amplitude do PN (ΔPN: 21±8 e 33±12 %, respectivamente 45 e 60 

min depois da HIA, P<0,05; Figura 5B), sem mudanças significativas na sua frequência de 

disparos (18±1 vs 21±1 cpm, respectivamente basal e 60 min após HIA; Figure 5A); ii) redução 

do tempo inspiratório (0,78±0,03 vs 0,65±0,04, 0,65±0,05, 0,62±0,04 e 0,62±0,04 s, 

respectivamente basal, 15, 30, 45 e 60 min e HIA; P<0.05, Figure 5C); iii) nenhuma mudança na 

tempo expiratório (2,67±0,26 vs 2,4±0,19 s, respectivamente basal e 60 min após HIA, Figure 

5D); iv) aumento da atividade AbN (ΔAbN: 27±10, 37±12, 48±15, 69±14 %, respectivamente 

15, 30, 45 e 60 min após AIH, P<0,05, Figure 5E) e v) aumento na atividade do tSN (ΔtSN: 

48±18, 60±21 e 75±25%, respectivamente 30, 45 e 60 min após HIA, P<0,05; Figure 5F). A 

análise do padrão respiratório e simpático (Figure 4) demonstrou que o aumento da atividade 

AbN foi dependente do surgimento de um disparo durante a parte final da fase expiratória (E-

tardia). Além disso, o aumento progressivo na atividade do tSN após a HIA foi observada 

durante a fase final expiratória (E-tardia), acoplada a ocorrência E-tardia da atividade do AbN 

(Figura 4). Em conjunto, estes resultados indicam que a HIA em preparações in situ promove 

LTF nas atividades inspiratória, expiratória e simpática.  
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Quadro 1: Efeito da exposição à HIA em preparações in situ (n=9) sobre a frequência 

respiratória (FR), tempo inspiratório (Ti), tempo expiratório (Te), e atividades dos nervos frênico 

(PN), abdominal (AbN) e simpático torácico (tSN) durante o basal e 15, 30, 45 e 60 min após 

HIA. * - diferente em relação ao basal, P<0,05.    

 Basal 15 min 30 min 45 min 60 min 

FR (bpm) 18±1 19±1 19±1 20±1 20±1 

Ti (ms) 0,77±0,03 0,64±0,03* 0,65±0,05* 0,61±0,03* 0,62±0,03* 

Te (ms) 2.6±0,2 2,6±0,2 2,6±0,2 2,4±0,2 2,4±0,2 

Amplitude PN (%) 100 108±3 118±5 120±7* 132±11* 

Ativ. AbN (%) 100 126±9* 136±12* 147±14* 168±13* 

Ativ. tSN (%) 100 127±11 147±18* 160±21* 175±24* 
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Figura 2. Legenda na próxima página.  
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Figura 2. HIA promove facilitação a longo prazo da atividade expiratória e simpática 

(LTF) em preparações in situ. Registro da pressão de perfusão (PP) e atividades dos nervos 

simpático torácico (tSN), abdominal (AbN) e frênico (PN) [original e integrado (∫)] de uma 

preparação in situ, representativo do grupo, ilustrando as atividades basais antes, durante e após a 

exposição à HIA. Os quadrados mostram os episódios de HIA. 
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Figura 3. Efeito da HIA no padrão das atividades simpática e respiratória em preparações 

in situ. Registros original e integrado (∫) das atividades dos nervos simpático torácico (tSN), 

abdominal (AbN) e frênico (PN), de uma preparação in situ representativa do grupo, ilustrando o 

efeito da HIA no padrão motor inspiratório, expiratório e simpático antes e após exposição à 

HIA.  
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Figura 4. Modificações no acoplamento simpático-respiratório após a exposição à HIA. 

Médias por ciclo respiratório, derivadas das atividades integradas dos nervos frênico (PN), 

abdominal (AbN) e simpática torácica (tSN), originárias do registro mostrado na figura 6, 

ilustram as alterações do acoplamento respiratório-simpático após a exposição à HIA. As linhas 

pontilhadas delimitam as fases inspiratória e expiratória. Note que o disparo adicional na 

atividade do tSN, evocado pela HIA, durante a fase expiratória, aumenta com disparo da 

atividade AbN na fase E-tardia. 
 

 



 46 

 

B a s a l 1 5 3 0 4 5 6 0

0

5

1 0

1 5

2 0

2 5

F
R

 (
b

p
m

)

m in  a p ó s  H IA

B a s a l 1 5 3 0 4 5 6 0

0

5 0

1 0 0

1 5 0

m in  a p ó s  H IA

*
*

A
m

p
li

tu
d

e
 P

N
 (

%
)

B a s a l 1 5 3 0 4 5 6 0

0 .0

0 .3

0 .6

0 .9

* *
* *

T
e

m
p

o
 i

n
s

p
ir

a
tó

ri
o

 (
s

)

m in  a p ó s  H IA

B a s a l 1 5 3 0 4 5 6 0

0

1

2

3

T
e

m
p

o
 e

x
p

ir
a

tó
ri

o
 (

s
)

m in  a p ó s  H IA

B a s a l 1 5 3 0 4 5 6 0

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

*
*

*
*

A
ti

v
id

a
d

e
 A

b
N

 (
%

)

m in  a p ó s  H IA

B a s a l 1 5 3 0 4 5 6 0

0

3 0

6 0

9 0

1 2 0

1 5 0

1 8 0

2 1 0 *
*

*

A
ti

v
id

a
d

e
 t

S
N

 (
%

)

m in  a p ó s  H IA

A B

C D

E F

 

Figura 5. Alterações respiratórias e simpática induzidas pela HIA in situ. Valores médios 

das alterações na frequência de disparos dos bursts do nervo frênico (FR; painel A), nos tempos 

inspiratório (panel C) e expiratório (painel D), na amplitude dos bursts do nervo frênico 

(amplitude PN; painel B), na atividade abdominal (AbN; painel E) e na atividade simpática 

torácica (tSN; painel F) antes (basal), 15, 30, 45 e 60 min após HIA em preparações in situ 

(n=9). * - diferente em relação ao basal, P<0,05.   

 

 

4.2 CONFIRMAÇÃO DOS SÍTIOS DE MICROINJEÇÕES NO RTN/pFRG 

A figura 6 demonstra os sítios de microinjeções no RTN/pFRG de animais anestesiados 

e de preparações in situ. Todos os animais e preparações in situ considerados para análises 
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 apresentaram sítios de microinjeções dentro dos limites do RTN/pFRG. Animais e preparações 

que apresentaram microinjeções em regiões adjacentes ao RTN/pFRG (principalmente em 

regiões mais rostrais) não foram consideradas.  

 

A B

VII

sp5

py

RPa

1 mm1mm
1mm

 

Figura 6. Sítios de microinjeções no RTN/pFRG. Fotomicrografias de fatias do tronco 

encefálico de um animal anestesiado (painel A) e de uma preparação in situ (painel B), 

representativos dos seus respectivos grupos experimentais, mostrando os sítios de microinjeções 

no RTN, indicadas pelas setas. As microinjeções em animais anestesiados foram realizadas por 

uma abordagem dorsal, enquanto que em preparações in situ foi utilizada uma abordagem 

ventral.     

 

4.3 O ANTAGONISMO 5-HT2 NO RTN/pFRG PREVINE A GERAÇÃO DE 

EXPIRAÇÃO ATIVA INDUZIDA POR HIA 

Em estudos prévios (LEMES et al., 2016), verificamos que ratos anestesiados com 

uretana e submetidos à HIA (10 episódios de 6-7% O2 por 45 s, a cada 5 min) exibem um 

aumento sustentado da atividade motora ABD, o qual perdurou por, pelo menos, 60 min. De 

acordo com esses estudos, observamos o mesmo efeito da HIA sobre a geração do padrão de 

expiração ativa em animais anestesiados, conforme ilustra a Figura 7A. No grupo de animais que 

recebeu microinjeções bilaterais de veículo no RTN/pFRG (n=4), a exposição à HIA não 

promoveu mudanças significativas na amplitude basal DIA (Δ= 3±1 e 3±2 %, respectivamente 

30 e 60 min após AIH; Figura 9A) e frequência (90±8, 94±7 e 93±8 cpm, respectivamente antes, 

30 e 60 min após HIA; Figura 9C). Por outro lado, um aumento progressivo e persistente na 

atividade basal ABD (Δ= 28±5 e 40±9 %, respectivamente 30 e 60 min após HIA, P<0.05; 

Figura 9B), caracterizada pelo aparecimento de disparos expiratórios, presentes na maioria dos 

ciclos respiratórios (Figura 7B). A hiperatividade ABD gerada pela HIA não foi associada a 

mudanças dos gases sanguíneos arteriais, visto que os valores de PaO2, PaCO2, pH e HCO3
- 

foram similares antes, 30 e 60 min após HIA (Quadro 4). Com respeito aos parâmetros 

cardiovasculares, os níveis da PAM não foram modificados pela HIA (135±3, 136±3 e 132±4 
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 mmHg, respectivamente antes, 30 e 60 min após HIA, Figura 9E) enquanto que a FC exibiu um 

significante aumento aos 60 min após a exposição à HIA (365±20, 371±19 e 376±17 bpm, 

respectivamente antes, 30 e 60 min após HIA, P<0,05, Figura 9D).  

Em animais que receberam microinjeções bilaterais de ketanserina no RTN/pFRG antes 

e durante a exposição à HIA (n=5), o desenvolvimento da hiperatividade ABD (Δ= 1±3 e -1±1 

%, respectivamente 30 e 60 min após HIA; Figura 9B) e da taquicardia (365±11, 361±13 e 

357±13 bpm, respectivamente antes, 30 e 60 min após HIA, Figura 9D) foram prevenidos 

completamente. Os outros parâmetros cardiorrespiratórios analisados não mostraram-se 

modificados tanto pela HIA quanto pelo antagonismo 5-HT2 (Figuras 9A, C e E). O conjunto dos 

resultados está sumarizado no quadro 3.  

Animais que receberam somente microinjeções bilaterais da ketanserina no RTN/pFRG, 

mas que não foram submetidos à HIA (n=5), não apresentaram alterações na amplitude (100 vs 

99±6 vs 97±3 vs 96±5 %, respectivamente basal, 10, 30 e 60 min após as microinjeções, Figura 

10A) e frequência do DIA (92±5 vs 89±5 vs 88±4 vs 89±5 cpm, respectivamente basal, 10, 30 e 

60 min após microinjeções, Figura 10B) e na atividade média ABD (100 vs 102±1 vs 101±2 vs 

98±1 %, respectivamente basal, 10, 30 e 60 min após microinjeções, Figura 10C). As 

microinjeções de ketanserina no RTN promoveram uma leve redução na PAM (132±2 vs 132±2 

vs 131±2 vs 128±2 mmHg, respectivamente basal, 10, 30 e 60 min após microinjeções, Figura 

10D) e na FC (365±11 vs 364±11 vs 360±13 vs 356±12 bpm, respectivamente basal, 10, 30 e 60 

min após microinjeções, Figura 10E). 
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 Quadro 2: Efeito da microinjeção de veículo (n=4) e de ketanserina (n=5) no RTN/pFRG de 

animais anestesiados com uretana durante a exposição à HIA sobre a frequência respiratória 

(FR), amplitude da contração do diafragma (DIA), atividade média abdominal (ABD), pressão 

arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC) antes e 10, 30 e 60 min após a HIA. ** e ***- 

diferentes em relação ao basal, respectivamente, P<0,01 e P<0,001.   

 

 

Quadro 3: Efeito exposição à HIA sobre a pressão parcial de O2 (PaO2), pressão parcial de CO2 

(PaCO2), pH e bicarbonato (HCO3
-) plasmáticos de animais anestesiados antes e 30 e 60 min 

após a HIA. 

 Basal 30 min 60 min 

PaO2 (mmHg) 460±26 488±9 435±43 

PaCO2 (mmHg) 61±1 58±1 58±1 

pH 7.35±0.01 7.33±0.02 7.35±0.02 

HCO3
- (mM) 33.8±0.9 33.8±0.9 31.8±0.9 

 

 Veículo Ketanserina 

Basal 10 min 30 min 60 min Basal 10 min 30 min 60 min 

FR (delta; cpm) 0 3±2 4±2 2±2 0 -3±0 -4±0 -3±1 

Amplitude DIA (%) 100 104±0 102±1 102±2 100 99±6 97±3 96±5 

Ativ. média ABD (%) 100 123±7 
127±5 

*** 

139±9 

*** 
100 102±1 101±2 98±1 

PAM (mmHg) 0 0,2±0 1±1 2±1 0 -0,4±0 -1±0 -4±1** 

FC (bpm) 0 6±2 5±0 10±3** 0 -0,8±0 -4±2 -8±2** 
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Figura 7. Efeitos da HIA sobre o padrão expiratório. Painel A: Registros originais e 

integrados (∫) da atividade eletromiográfica (EMG) do diafragma (DIA) e dos músculos 

abdominais (ABD), e registros da pressão arterial pulsátil (PAP) de um rato anestesiado com 

uretana, representativo do grupo, que recebeu microinjeções bilaterais de veículo no RTN/pFRG 

(setas), mostrando as alterações cardiovasculares e respiratória induzidas pela HIA. Painel B: 

Registros expandidos antes, 30 e 60 min após a exposição à HIA do painel A. Note a presença de 

contrações abdominais após a exposição a HIA. 
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Figura 8. Efeito do antagonismo dos receptores 5-HT2 do RTN/pFRG sobre a expiração 

ativa induzida pela HIA. Painel A: Registros originais e integrados (∫) da atividade 

eletromiográfica (EMG) do diafragma (DIA) e dos músculos abdominais (ABD), e registros da 

pressão arterial pulsátil (PAP) de um rato anestesiado com uretana, representativo do grupo, que 

recebeu microinjeções bilaterais de ketanserina (10 µM) no RTN/pFRG (setas), demonstrando as 

modificações cardiorrespiratórias evocadas pela HIA. Painel B: Registros expandidos antes, 30 e 

60 min após a exposição à HIA do painel A. O antagonismo dos receptores 5-HT2 no 

RTN/pFRG foi capaz em prevenir o aparecimento de contrações abdominais após a HIA.  
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Figura 9. Alterações cardiorrespiratórias evocadas por injeção de veículo e ketanserina 

durante HIA. Valores médios das alterações na frequência de disparos dos bursts do nervo 

frênico (FR; painel A), nos tempos inspiratório (panel C) e expiratório (painel D), na amplitude 

dos bursts do nervo frênico (amplitude PN; painel B), na atividade abdominal (AbN; painel E) e 

na atividade simpática torácica (tSN; painel F) antes (basal), 15, 30, 45 e 60 min após HIA em 

preparações in situ (n=9). ** e *** - diferentes em relação ao basal, respectivamente, P<0,01 e 

P<0,001.   
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Figura 10. Efeito do antagonismo dos receptores 5-HT2 do RTN/pFRG sobre os parâmetros 

cardiorrespiratórios basais. Painel A: Registros originais e integrados (∫) da atividade 

eletromiográfica (EMG) do diafragma (DIA) e dos músculos abdominais (ABD), e registros da 

pressão arterial pulsátil (PAP) de um rato anestesiado com uretana, representativo do grupo, 

demonstrando as modificações cardiorrespiratórias geradas pela microinjeção de ketanserina (10 

µM) no RTN/pFRG. Painel B. Valores médios da amplitude e frequência de contrações do 

diafragma (DIA), da atividade motora abdominal (ABD), da pressão arterial média (PAM) e da 

frequência cardíaca (FC) de ratos anestesiados com vago intacto que receberam microinjeções 

bilaterais de ketanserina (10 µM; n=4) no RTN/pFRG. * - diferente em relação aos respectivos 

valores basais, P < 0,05. 
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 4.4 GERAÇÃO DE EXPIRAÇÃO ATIVA DEPENDE DA NEUROTRANSMISSÃO 

GLUTAMATÉRGICA NO RTN/pFRG 

A figura 11 mostra o efeito da microinjeção bilateral de Kyn no RTN/pFRG sobre as 

atividades respiratória e simpática de uma preparação in situ durante a exposição à hipercapnia 

8%. Como previamente descrito (ABDALA et al., 2009; MOLKOV et al., 2011), verificamos 

que as preparações in situ (n=7) expostas à hipercapnia apresentaram aumento na amplitude do 

PN (Δ= 43±11 % comparado ao basal; P<0,05, Figura 14D) acompanhada de redução na 

frequência de disparo do PN (22±1 vs 15±1 bpm, respectivamente, antes e durante CO2 8%; 

P<0,05, Figura 14A). Tal redução da frequência do PN esteve associada à aumento do tempo 

expiratório (Δ=1,8±0,1 vs 3,1±0,2 ms, respectivamente, antes e durante CO2 8%. P<0,05, Figura 

14C), sem modificações no tempo inspiratório (Δ= 0,8±0,04 vs 0,7±0,03 ms, respectivamente, 

antes e durante CO2 8%; Figura 14B). A exposição à níveis elevados de CO2 também promoveu 

aumento específico da atividade AbN na fase E-tardia (Δ= 29±6 % comparado ao basal; P<0,05, 

Figuras 12, 13 e 14F), sem qualquer alteração na atividade AbN na fase P-I (Δ= -8±3 % 

comparado ao basal; Figuras 12, 13 e 14E). A exposição ao CO2 também promoveu aumento a 

atividade tSN nas fases E-tardia (Δ= 38±9 % comparado ao basal; P<0,05, Figuras 12, 13 e 14I) 

e P-I (Δ= 17±2 % comparado ao basal; P<0,05; Figura 12, 13 e 14H), mas não na fase 

inspiratória (Δ= 8±6 % comparado ao basal; Figura 4G). A pressão de perfusão foi reduzida pela 

exposição ao CO2 8 % (74±3 vs 64±2 mmHg, respectivamente, antes e durante CO2 8%. P<0,05; 

Figuras 12 e 14J). 

O efeito da microinjeção de ácido quinurênico no RTN/pFRG de preparações in situ 

sobre a atividade dos nervos respiratórios e simpático, bem como na pressão de perfusão, durante 

a exposição a hipercapnia 8% são ilustrados nas figuras 12 e 13. A microinjeção bilateral de 

ácido quinurênico no RTN/pFRG de preparações in situ, durante a hipercapnia, restaurou a 

frequência do PN (21±2 bpm; Figura 14A), mediante retorno do tempo expiratório (2,2±0,2 ms; 

Figura 14C) e redução no tempo inspiratório (0,7±0,03 ms; P<0,05 quando comparado com os 

valores basais; Figura 14B). A amplitude de disparo do PN (Δ= 38±17 %; Figura 14D), 

permaneceu elevada pela exposição ao CO2, ainda que, apesar da variabilidade dos resultados, 

não foram observadas diferenças estatísticas quando comparado com os valores basais. A 

microinjeção de Kyn no RTN/pFRG também aboliu o aumento da atividade AbN na fase E-

tardia (Δ= 3±5 %; Figuras 12, 13 e 14F) evocado pela exposição às hipercapnia, sem alterar sua 

atividade na P-I (Δ= -8±4 %; Figuras 12, 13 e 14E). Com relação a atividade simpática, a 

microinjeção de Kyn no RTN/pFRG também reduziu seletivamente o aumento da atividade do 

nervo tSN durante a fase E-tardia (Δ= 14±11 %; Figura 14I), sem modificar o aumentando da 
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 atividade simpática durante a fase P-I (Δ= 22±6 %; Figura 14H) ou os níveis de tSN durante a 

inspiração (Δ= 6±7 %; Figura 14G). Concomitantemente, a microinjeção de ácido quinurênico 

promoveu uma redução adicional na pressão de perfusão (Δ= -20±2 %; comparado ao momento 

antes da microinjeção de Kyn; P<0,05, Figura 14J).  

Sessenta minutos após as microinjeções de Kyn, a reexposição à hipercapnia resultou 

em aumento da amplitude (Δ= 26±9 %; P<0,05) e redução da frequência do PN (Δ= 26±1 vs 

19±1 %; respectivamente antes e durante a exposição ao CO2 8% após 60 min), sem alterar o 

tempo inspiratório (Δ= 0,6±0,1 vs 0,6±0,1 %; respectivamente antes e durante a exposição ao 

CO2 8% após 60 min) mas aumentando o tempo expiratório (Δ= 1,68±0,1 vs 2,49±0,2 %; 

respectivamente antes e durante a exposição ao CO2 8% após 60 min; P<0,05). A reexposição à 

hipercapnia também promoveu aumento da atividade AbN na fase E-tardia (Δ= 23±4 %; P<0,05) 

sem alterar a atividade na fase P-I (Δ= 2±3 %). A atividade do tSN também foi aumentada nas 

fases E-tardia (Δ= 55±15 %; P<0,05) e pós-inspiratória (Δ= 41±12 %; P<0,05), sem alterar sua 

atividade na fase inspiratória (Δ= 13±7%). A queda da pressão de perfusão pela exposição ao 

CO2 também foi restaurada (Δ= -13±3 %; P<0,05). Os valores estão expostos na Quadro 4. 

 

Quadro 4: Efeito da microinjeção de Kyn no RTN/pFRG de preparações in situ (n=7) sobre a 

frequência respiratória (FR), tempo inspiratório (Ti), tempo expiratório (Te), e atividades dos 

nervos frênico (PN), abdominal (AbN) e simpático torácico (tSN) durante as fases inspiratória 

(Insp), pós-inspiratória (P-I) e expiratória tardia (E-tardia) em resposta a exposição à hipercapnia 

(8% CO2). * - diferente em relação ao basal, P<0,05.   

 Basal 
Durante 

CO2 

Durante 

CO2 + Kyn 

Basal 

60 min 

Reexposição ao 

CO2 60 min 

FR (bpm) 22±1 15±1* 21±2 26±1 19±1* 

Ti (ms) 0,85±0,04 0,79±0,03 0,72±0,03* 0,68±0,03 0,65±0,03 

Te (ms) 1,8±0,1 3,1±0,2* 2,2±0,2 1,6±0,1 2,4±0,2 

Amplitude PN (%) 100 143±11* 138±17 100 126±9* 

Ativ. AbN E-tardia (%) 100 129±6* 103±5 100 123±4* 

Ativ. AbN P-I (%) 100 91±3 92±4 100 102±3 

Ativ. tSN Insp. (%) 100 108±6 106±7 100 113±7 

Ativ. tSN P-I (%) 100 117±2* 122±6* 100 141±12* 

Ativ. tSN E-tardia (%) 100 138±9* 114±11 100 155±15* 

PP (mmHg) 74±3 64±2* 58±1* 74±4 63±1* 
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Figura 11. Legenda na próxima página. 
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Figura 11. Efeito da microinjeção bilateral de ácido quinurênico (Kyn) no RTN/pFRG 

sobre atividades respiratória e simpática durante hipercapnia em preparações in situ. 
Registro da pressão de perfusão (PP) e atividades dos nervos simpatico torácico (tSN), 

abdominal (AbN) e frênico (PN) [original e integrado (∫)] de uma preparação in situ, 

representativo do grupo, ilustrando as atividades basais antes, durante hipercapnia (8% CO2) e 

após a microinjeção no RTN/pFRG. A linha vermelha representa o período de exposição ao CO2 

e as setas o momento das mincroinjeções de Kyn (100 mM, 50 nL) no RTN/pFRG. 
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Figura 12. Efeito da microinjeção de ácido quinurênico (Kyn) no RTN/pFRG, durante 

hipercapnia, sobre o padrão das atividades respiratórias e simpáticas em preparações in 

situ. Registros original e integrado (∫) das atividades dos nervos simpático torácico (tSN), 

abdominal (AbN) e frênico (PN), de uma preparação in situ representativa do grupo (traçados 

expandidos obtidos a partir do registro da figura 1), ilustrando o efeito da microinjeção de Kyn 

no RTN/pFRG no padrão motor inspiratório, expiratório e simpático basal, antes e depois da 

microinjeção durante hipercapnia 8%. 
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Figura 13. Modificações no acoplamento simpático-respiratório durante a exposição à 

hipercapnia. Médias por ciclo respiratório (cycle-triggered averages) das atividades integradas 

(∫) dos nervos frênico (PN), abdominal (AbN) e simpático torácico (tSN), ilustrando o 

aparecimento de disparos acoplados nas atividades AbN e tSN durante a fase expiratória tardia 

(E-tardia, setas), os quais foram abolidos pela microinjeção de ácido quinurênico (Kyn) no 

RTN/pFRG. As linhas pontilhadas delimitam as fases inspiratória e expiratória.  
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Figura 14. Alterações respiratórias e simpática induzidas pela hipercapnia. Valores médios 

das alterações na frequência de disparos dos bursts do nervo frênico (FR, painel A), nos tempos 

inspiratório (Ti, panel B) e expiratório (Te, painel C), na amplitude dos bursts do nervo frênico 

(amplitude PN, painel D), na atividade abdominal (AbN) durante as fases pós-inspiratória (P-I, 

painel E) e expiratória tardia (E-tardia, painel F), na atividade simpática torácica (tSN) durante 

as fases inspiraória (Insp, painel G), P-I (painel H) e E-tardia (painel I) e na pressão de perfusão 

(painel J) durante exposição à hipercapnia 8%, antes e depois microinjeção bilateral de ácido 

quinurênico (100 mM) no RTN/pFRG de preparações in situ (n=7). * - diferente em relação ao 

basal, P<0,05.     
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 4.5  ATIVAÇÃO INTERMITENTE DOS RECEPTORES SEROTONINÉRGICOS 5-HT2 

DO RTN/pFRG EVOCA LTF EXPIRATÓRIO E SIMPÁTICO IN SITU 

Microinjeções bilaterais e repetidas (3 microinjeções, 5 min de intervalo) do agonista 

serotoninérgico 5-HT2 no RTN/pFRG de preparações in situ (n=9) promoveu alteração no 

padrão respiratório, com a geração e manutenção de expiração ativa em condições de 

normocapnia, conforme ilustram as Figuras 15 e 16. Inicialmente, em relação à atividade 

inspiratória, as microinjeções de DOI (1 mM) no RTN/pFRG de preparações in situ promoveram 

um aumento na frequência dos bursts do PN (20±1 vs 25±1 vs 25±1 vs 27±1 bpm, 

respectivamente basal, 30, 45 e 60 min após as microinjeções, P<0,05; Figura 18A) com redução 

do tempo inspiratório (0,89±0,08 vs 0,75±0,04 vs 0,72±0,02 vs 0,68±0,02 s, respectivamente 

basal, 30, 45 e 60 min após as microinjeções; P<0,05, Figura 18B) acompanhado por aumento da 

amplitude do PN (ΔPN: 20±11%, 60 min após a microinjeção, P<0,05; Figura 18D). 

Considerando a atividade expiratória, as microinjeções de DOI no RTN/pFRG de preparações in 

situ promoveram um aumento significativo da atividade AbN na fase E-tardia (ΔAbN: 22±8, 

27±8, 37±12, 33±9 %, respectivamente 15, 30, 45 e 60 min após as microinjeções, P<0,05, 

Figura 18F) mas sem alteração na fase P-I (ΔAbN 2±4 %, 60 min após microinjeções). A 

microinjeção de DOI no RTN/pFRG não alterou o tempo expiratório (2,1±0,17 vs 1,6±0,15 s, 

respectivamente basal e 60 min após as microinjeções, Figura 18C).  

Com relação a atividade simpática, a ativação intermitente dos receptores 

serotoninérgicos do tipo 5-HT2 do RTN/pFRG também promoveu aumento da atividade do tSN 

na fase E-tardia (ΔtSN: 16±5, 22±6, 27±6 %, respectivamente 30, 45 e 60 min após as 

microinjeções, P<0,05, Figura 16I), sendo este sincronizado com o aparecimento dos disparos E-

tardios na atividade AbN (Figura 17). Além disso, também foi observado um aumentando da 

atividade tSN na fase P-I (ΔtSN: 10±3 e 18±6 %, respectivamente 45 e 60 min após as 

microinjeções, P<0,05; Figura 16H), sem modificações na sua atividade durante a fase 

inspiratória (ΔtSN: 8±4 %, 60 min após microinjeções; Figura 18G). A pressão de perfusão 

também não foi alterada com as microinjeções de DOI no RTN/pFRG (70±2 vs 72±2 mmHg, 

respectivamente basal e 60 min após microinjeções; Figura 18J).  A microinjeção de veículo 

(n=4) no RTN/pFRG resultou apenas na redução do tempo inspiratório (0,99±0,05 vs 0,81±0,03 

vs 0,75±0,04 vs 0,70±0,03 ms, respectivamente basal, 30, 45 e 60 min após microinjeções; 

Figura 18B) sem promover qualquer alteração em outro parâmetro avaliado. Todos os resultados 

descritos acima estão sumarizados no quadro 5. 
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Figura 15. Legenda na próxima página. 
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Figura 15. Microinjeção bilateral e repetida de DOI (1mM, 50nL; a cada 5 min) no 

RTN/pFRG promove facilitação motora a longo prazo (LTF) das atividades expiratória e 

simpática em preparações in situ. Registro da pressão de perfusão (PP) e atividades dos nervos 

simpático torácico (tSN), abdominal (AbN) e frênico (PN) [original e integrado (∫)] de uma 

preparação in situ, representativo do grupo, ilustrando as atividades basais antes, durante e após a 

microinjeção (setas) de DOI no RTN/pFRG.  
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Figura 16. Efeito da microinjeção de DOI no RTN/pFRG sobre o padrão das atividades 

respiratórias e simpática em preparações in situ. Registros original e integrado (∫) das 

atividades dos nervos simpático torácico (tSN), abdominal (AbN) e frênico (PN), de uma 

preparação in situ representativa do grupo, ilustrando o efeito das microinjeções bilaterais de 

DOI no RTN/pFRG sobre o padrão motor inspiratório, expiratório e simpático.  
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Figura 17. Modificações no acoplamento simpático-respiratório após a ativação dos 

receptores 5-HT2 no RTN/pFRG de preparações in situ. Médias por ciclo respiratório, 

derivadas das atividades integradas dos nervos frênico (PN), abdominal (AbN) e simpática 

torácica (tSN), originárias do registro mostrado na figura 14, ilustram as alterações do 

acoplamento respiratório-simpático após as microinjeções de DOI (1mM) no RTN/pFRG. As 

linhas pontilhadas delimitam as fases inspiratória e expiratória. Note que o aumento da atividade 

AbN na fase E-tardia está sincronizado com o disparo adicional na atividade do tSN. 
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Figura 18. Alterações respiratórias e simpática induzidas pela microinjeção de DOI no 

RTN/pFRG. Valores médios das alterações na frequência de disparos dos bursts do nervo 

frênico (FR, painel A), nos tempos inspiratório (Ti, panel B) e expiratório (Te, painel C), na 

amplitude dos bursts do nervo frênico (amplitude PN, painel D), na atividade abdominal (AbN) 

durante as fases pós-inspiratória (P-I, painel E) e expiratória tardia (E-tardia, painel F), na 

atividade simpática torácica (tSN) durante as fases inspiratória (Insp, painel G), P-I (painel H) e 

E-tardia (painel I) e na pressão de perfusão (painel J) antes, 15, 30, 45 e 60 min após 

microinjeção bilateral de veículo (n=4) ou DOI (n=9) (1 mM) no RTN/pFRG de preparações in 

situ. * - diferente em relação ao basal, P<0,05.     

  
 

4.6  ATIVAÇÃO DOS MECANISMOS SEROTONINÉRGICOS DO RTN/pFRG REDUZ 

O LIMIAR APNÊICO IN SITU 

A figura 19A mostra os efeitos das microinjeções bilaterais e repetidas de veículo ou de 

DOI no RTN/pFRG, de preparações in situ, quando submetidas à hipocapnia (1% CO2), 60 min 

após a microinjeções de DOI. A redução da pressão parcial de CO2 do perfusato diminui o drive 
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 excitatório dos neurônios quimiossensíveis para os centros respiratórios, importantes para 

geração do ritmo respiratório (MOLKOV et al., 2011). Sessenta minutos após as microinjeções 

de DOI no RTN/pFRG de preparações in situ, a exposição à hipocapnia promoveu uma menor 

redução da atividade respiratória do PN (ΔPN: -62±3 %, durante hipocapnia 60 min após 

microinjeções; P<0,05, Figura 19B) quando comparado a redução da atividade PN de animais 

que receberam microinjeção de veículo (ΔPN: -82±4 %, durante hipocapnia 60 min após 

microinjeções; Figura 17B). 
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Figura 19. Limiar apnêico hipocapnico em preparações in situ que receberam 

microinjeções do agonista 5-HT2, DOI (1mM, 50nL; a cada 5 min), no RTN/pFRG. Painel 

A: Registros da atividade do nervo frênico (PN) [original e integrado (∫)] de preparações in situ, 

representativas dos respectivos grupos, ilustrando as atividades basais 60 min após as 

microinjeções no RTN/pFRG (veículo, painel superior, ou DOI, painel inferior) e durante a 

exposição à hipocapnia (1% CO2). Painel B: Valores médios da variação na amplitude do nervo 

frênico (PN), durante a exposição à hipocapnia, de animais que receberam microinjeções de 

veículo (n=4) ou DOI (n=9) no RTN/pFRG.   
 

 

4.7  O LTF EXPIRATÓRIO E SIMPÁTICO INDUZIDO POR DOI NO RTN/pFRG 

DEPENDEM DA ATIVAÇÃO DE RECEPTORES GLUTAMATÉRGICOS DO 

RTN/pFRG  

Estudos recentes mostram que a ativação de mecanismos serotoninérgicos, envolvido no 

LTF respiratório, promovem a fosforilação dos receptores glutamatérgicos, aumentando a 

amplitude da resposta celular mediada pela ativação deste receptor (HOFFMAN; MITCHELL, 

2011; PAMENTER; POWELL, 2013). Em nossos experimentos, verificamos que o antagonismo 

dos receptores glutamatérgicos no RTN/pFRG foi capaz de bloquear a geração da expiração 

ativa induzida pela ativação dos receptores 5-HT2 em preparações in situ (Figura 19). 

Especificamente, microinjeções bilaterais de Kyn no RTN/pFRG, 60 min após as microinjeções 
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 de DOI, promoveram um aumento da frequência dos bursts do PN (25±1 e 31±2 bpm, 

respectivamente antes e após as microinjeções de Kyn, P<0.05; Figura 20A), decorrente de 

reduções nos tempos inspiratório (0,69±0,02 e 0,64±0,02 ms, respectivamente antes e após as 

microinjeções de Kyn, P<0,05; Figura 20B) e expiratório (1,7±0,1 e 1,2±0,1 ms, respectivamente 

antes e após as microinjeções de Kyn, P<0.05; Figura 20C). Além disso, microinjeções de Kyn 

no RTN/pFRG promoveram uma redução na amplitude dos bursts do PN (ΔPN: 7±1 %, após as 

microinjeções de Kyn, P<0,05; Figura 20D). Sobre a expiração ativa, as microinjeções de Kyn 

no RTN/pFRG reduziram, marcadamente, a atividade AbN na fase E-tardia induzida pelas 

microinjeções de DOI (ΔAbN: 32±4 %, após as microinjeções de Kyn, P<0,05; Figura 20F), sem 

alterar a atividade AbN na fase P-I (ΔAbN: 7±7 %, após as microinjeções de Kyn; Figura 20E). 

Concomitante à redução da atividade AbN, microinjeções de Kyn no RTN/pFRG reduziram a 

atividade do tSN na fase E-tardia (ΔtSN: 21±4 %, após as microinjeções de Kyn, P<0,05; Figura 

20I). Não houve alterações na atividade do tSN nas fases inspiratória (ΔtSN: 3±2 %, após as 

microinjeções de Kyn, P<0,05; Figura 20G) e P-I (ΔtSN: 2±4 %, após a microinjeção de Kyn, 

P<0,05; Figura 20H). Adicionalmente, a microinjeção de ácido quinurênico no RTN/pFRG de 

animais que receberam a microinjeção de DOI promoveu uma redução na pressão de perfusão 

(66±1 vs 60±1 %, antes e após a microinjeção de Kyn, P<0,05; Figura 20J). Microinjeção de 

Kyn no RTN/pFRG de animais que receberam microinjeção do veículo 60 min antes não 

modificou nenhum parâmetro avaliado. Todos os valores estão dispostos no quadro 6. 
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 Quadro 6: Efeito da microinjeção bilateral de Kyn (100 mM, 50nL) no RTN/pFRG de 

preparações in situ que receberam previamente a microinjeção de veículo (n=4) ou DOI (n=9) 

sobre a frequência respiratória (FR), tempo inspiratório (Ti), tempo expiratório (Te), e atividades 

dos nervos frênico (PN), abdominal (AbN) e simpático torácico (tSN) durante as fases 

inspiratória (Insp), pós-inspiratória (P-I) e expiratória tardia (E-tardia) antes e após a 

microinjeção de Kyn. * e *** - diferentes em relação ao basal, respectivamente, P<0,05 e 

P<0,001.   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Veículo 60 min + Kyn DOI 60min +Kyn 

Antes Depois Antes Depois 

FR (bpm) 25±2 29±1 25±1 31±2* 

Tempo inspiratório (ms) 0,75±0,05 0,76±0,02 0,69±0,02 0,64±0,02* 

Tempo expiratório (ms) 1.6±0,1 1,3±0 1,7±0,1 1,2±0,1* 

Amplitude PN (%) 100 97±2 100 93±1* 

Ativ. AbN E-tardia (%) 100 94±2 100 68±4*** 

Ativ. AbN P-I (%) 100 100±4 100 93±7 

Ativ. tSN inspiratório (%) 100 96±3 100 97±2 

Ativ. tSN P-I (%) 100 95±4 100 95±4 

Ativ. tSN E-tardia (%) 100 86±7 100 79±4* 

PP (mmHg) 61±4 58±4 66±1 60±1* 
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Figura 20. Efeito da microinjeção de Kyn no RTN/pFRG sobre as atividades respiratória e 

simpática de preparações in situ que receberam microinjeções prévias de veículo ou DOI. 
Registros original e integrado (∫) das atividades dos nervos simpático torácico (tSN), abdominal 

(AbN) e frênico (PN), de preparações in situ representativas dos grupos veículo (painel A) e DOI 

(painel B), ilustrando o efeito das microinjeções bilaterais de Kyn no RTN/pFRG sobre o padrão 

motor inspiratório, expiratório e simpático.  
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Figura 21. Alterações respiratórias e simpática induzidas pela microinjeção de Kyn no 

RTN/pFRG de preparações in situ que receberam microinjeção de veículo ou DOI 60 min 

antes. Valores médios das alterações na frequência de disparos dos bursts do nervo frênico (FR, 

painel A), nos tempos inspiratório (Ti, panel B) e expiratório (Te, painel C), na amplitude dos 

bursts do nervo frênico (amplitude PN, painel D), na atividade abdominal (AbN) durante as fases 

pós-inspiratória (P-I, painel E) e expiratória tardia (E-tardia, painel F), na atividade simpática 

torácica (tSN) durante as fases inspiratória (Insp, painel G), P-I (painel H) e E-tardia (painel I) e 

na pressão de perfusão (painel J) antes e depois da microinjeção bilateral de Kyn no RTN/pFRG 

de preparações in situ que receberam veículo (n=4) ou DOI (n=9) também no RTN/pFRG 60 min 

antes. * - diferente em relação ao basal, P<0,05.     
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 5. DISCUSSÃO 

No presente estudo, descrevemos, de forma inédita, que a exposição à HIA promove 

facilitação a longo prazo (LTF) da atividade motora abdominal, denominado de LTF expiratório, 

caracterizando um novo e importante componente adaptativo ventilatório à HIA. Além disso, 

verificamos que este LTF expiratório parece ser fundamental para o desenvolvimento do LTF 

simpático, observado após a exposição à HIA, uma vez que os níveis elevados na atividade 

simpática estavam acoplados ao aumento da atividade motora abdominal na fase E-tardia do 

ciclo respiratório. Mostramos ainda que a geração do LTF expiratório, induzido por HIA, 

depende da ativação dos mecanismos serotoninérgicos do RTN/pFRG durante os episódios de 

HIA. Nossos achados mostram também que a ativação repetida dos receptores serotoninérgicos, 

especificamente os do tipo 5-HT2, do RTN/pFRG, aumenta o drive excitatório dependente de 

CO2, o qual, por sua vez, promove a geração de expiração ativa e simpato-excitação, acoplados 

na fase E-tadia do ciclo respiratório, em condições basais de normocapnia e normóxia, sendo 

mediado pela neurotransmissão glutamatérgica.  

 

5.1  CONSIDERAÇÕES METODOLÓGICAS 

No presente trabalho utilizamos dois modelos experimentais: um utilizando ratos 

adultos anestesiados e respirando espontaneamente, com os nervos vagos intactos; e outro 

preparações in situ de ratos jovens. O motivo de termos realizado os experimentos com 

microinjeção de veículo ou ketanserina, antagonista dos receptores serotoninérgicos 5-HT2, no 

RTN/pFRG, de animais anestesiados submetidos à HIA remete-se a dois fatores: 1) pela 

presença dos nervos vagos intactos, permitindo que o sistema respiratório funcione com as 

informações aferentes dos receptores de estiramento pulmonar, as quais influenciam de forma 

significativa sobre a geração da expiração ativa (LEMES; ZOCCAL, 2014); 2) problemas 

técnicos de reduzida viabilidade das preparações in situ frente à HIA (30-40% de perdas). 

Salientamos que apesar das preparações in situ serem decerebradas, artificalmente perfundidas e 

não terem as informações aferentes dos receptores de estiramento pulmonar e dos 

barorreceptores (uma vez que os pulmões estão estáticos e a pressão de perfusão é inferior a 

pressão arterial e não pulsátil), elas apresentam uma série de vantagens para o estudo do sistema 

respiratório e simpático, tais como: i) é livre dos efeitos depressores da anestesia; ii) exibe 

padrões de atividades simpática e respiratória comparáveis àqueles observados nos modelos 

experimentais in vivo; iii) o acoplamento simpático-respiratório é evidente; iv) os reflexos 

cardiorrespiratórios, tais como o baro- e o quimiorreflexo, estão preservados; v) permite a 

avaliação simultânea de vários parâmetros cardiorrespiratórios, por meio dos registros da 
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 atividade eferente de diversos nervos motores, como, por exemplo, os nervos simpático 

torácico, frênico, vago e abdominal, bem como o registro da atividade neuronal (ZOCCAL; 

PATON; MACHADO, 2009). Adicionalmente, as preparações in situ aqui exploradas 

reproduziram todas as alterações descritas sobre a HIA obtidas em animais não anestesiados e 

em animais anestesiados (LEMES et al., 2016). Nesse sentido, consideramos aqui que a 

preparação in situ foi uma importante ferramenta experimental complementar, que nos permitiu a 

análise do acoplamento simpático-respiratório e do limiar apnêico em condições livre de 

anestesia, frente a ativação de receptores específicos. 

Nos experimentos com animais anestesiados (anestesia i.p. com uretana, respiração 

espontânea, a suplementação com O2 99), verificamos, de forma inesperada, que estes exibiram 

elevados PaCO2 basal (59-63 mmHg) e HCO3
- plasmático (31,8 - 36,0 mM). Tem sido sugerido 

que a anestesia pode afetar o funcionamento normal do sistema respiratório e causar retenção de 

CO2 (MAY et al., 2013). Além disso, há também evidências de que uretana pode afetar a função 

renal e modificar os níveis de HCO3
- no sangue (ALFARO; PALACIOS, 1997). Portanto, 

acreditamos que o aumento da PaCO2 em nossos animais seja um efeito adverso da anestesia. 

Apesar destas mudanças na PaCO2 e HCO3
-  plasmático, o pH arterial dos nossos animais foi 

mantido perto dos valores normais (7,33 - 7,36). Acreditamos que pelo fato do pH arterial ter 

permanecido em níveis muito próximos aos valores fisiológicos, o processamento das respostas 

respiratórias à ativação dos quimiorreceptores centrais, incluindo a geração da atividade 

abdominal induzida pela hipercapnia, não foram substancialmente modificadas, haja visto que: 

1) nossos animais não apresentam hiperatividade abdominal em condições basais (uma resposta 

característica para ativação do quimiorreflexo central); 2) prótons H+ parece ser o estímulo mais 

efetivo do que o CO2 na ativação dos neurônios quimiossensíveis, pelo menos no RTN/pFRG 

(WANG et al., 2013; KUMAR et al., 2015); e 3) recentemente demonstramos que a HIA evoca 

respostas cardiorrespiratórias semelhantes em ratos conscientes, em ratos anestesiados com 

respiração espontânea e em preparações de ratos in situ (LEMES et al., 2016). Portanto, apesar 

das limitações observadas, acreditamos que nossos resultados não se restringem às nossas 

condições experimentais. 

 

5.2  HIA PROMOVE LTF EXPIRATÓRIO E SIMPATO-EXCITAÇÃO MEDIANTE 

ATIVAÇÃO DOS RECEPTORES SEROTONINÉRGICOS NO RTN/pFRG. 

Embora diferentes protocolos de HIA estejam descritos na literatura (por exemplo, nível 

de oxigênio, número e duração dos ciclos), existe um consenso entre os autores de que a HIA 

induz LTF da atividade motora inspiratória, incluindo as atividades dos nervos frênico (BAKER; 
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 MITCHELL, 2000; DICK et al., 2007), hipoglosso (FULLER et al., 2001a) e intercostais 

externos (FREGOSI; MITCHELL, 1994). Estes aumentos sustentados e persistentes das 

atividades motoras de vias aéreas superiores e músculos respiratórios parece contribuir 

aumentando sustentado a ventilação minuto observado após à HIA (TURNER; MITCHELL, 

1997; OLSON et al., 2001). Em concordância com estes achados, verificamos que preparações in 

situ submetidas à HIA apresentaram aumento de longa duração na amplitude de disparo do nervo 

frênico. Por outro lado, os ratos anestesiados com respiração espontânea e nervos vagos intactos 

não mostram tal incremento na amplitude das contrações do diafragma, mas exibiram um 

aumento significativo na frequência respiratória após a HIA. As diferenças no padrão do LTF 

inspiratório, induzidos pela HIA, observado no presente estudo, podem estar atreladas à ativação 

de aferentes de feedback pulmonares, que estavam ausentes nas preparações in situ e podem ter 

suprimido o aumento da amplitude do diafragma em animais anestesiados, porém causando um 

aumento da frequência respiratória.  

Juntamente com LTF inspiratório, ambas as preparações, in situ e animais anestesiados, 

também apresentaram um aumento progressivo na atividade motora expiratória, persistindo por 

pelo menos 60 min após HIA. Vale ressaltar que nos experimentos realizados em in situ, os 

níveis de CO2 foram mantidos constantes, indicando que a hipóxia foi o principal estímulo para 

desencadear o aumento da atividade expiratória. Dados anteriores do nosso laboratório mostram 

que este recrutamento dos músculos abdominais durante hipóxia ou hipercapnia é acompanhado 

por aumentos no fluxo expiratório e volume corrente (LEMES; ZOCCAL, 2014). Baseados 

nisso, nós acreditamos que o LTF expiratório represente um novo componente da resposta 

ventilatória compensatória à HIA, possivelmente para recrutar volume de reserva expiratório e, 

em seguida, aumentar o volume corrente.  

Estudos prévios mostram que a neurotransmissão serotoninérgica é fundamentalmente 

importante como mediador do aumento da ventilação e LTF respiratório em resposta à HIA, pelo 

menos para a atividade inspiratória (MILLHORN; ELDRIDGE; WALDROP, 1980; LOVETT-

BARR et al., 2006; LING, 2008). Estudos recentes de utilizando preparações in vitro e in vivo 

mostraram que a ativação de receptores serotoninérgicos no RTN/pFRG promove aumento da 

atividade dos neurônios quimiossensíveis por um mecanismo independente da quimirrecepção 

(MULKEY et al., 2007) indicando o efeito excitatório da 5-HT sobre a atividade dos neurônios 

do RTN/pFRG (MOREIRA; MULKEY, 2015; MULKEY et al., 2015). Lembrando também que 

os neurônios do RTN/pFRG são importantes para a geração de expiração ativa (ABDALA et al., 

2009; PAGLIARDINI et al., 2011), estudos nossos anteriores mostraram que o LTF expiratório 

evocado pela HIA é dependente da atividade dos neurônios do RTN/pFRG (LEMES et al., 
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 2016), bem como da ativação dos mecanismos serotoninérgicos do RTN de animais mantidos 

em condições basais de normóxia e normocapnia promovem o aparecimento do LTF expiratório 

(dados não publicados, Anexo 2).  

Há evidências mostrando que o RTN recebe uma importante inervação serotoninérgica 

proveniente de neurônios localizados no núcleo da Rafe (HAWRYLUK et al., 2012; HAWKINS 

et al., 2015), especialmente da Rafe Obscurus, os quais também são ativados pela exposição à 

hipóxia (ERICKSON; MILLHORN, 1994). Desse modo, nossa hipótese é que a exposição à 

HIA promoveu uma ativação de longa duração dos neurônios expiratórios do RTN/pFRG, 

gerando expiração ativa mesmo após o termino do estímulo. Isso pode ter envolvido mudanças 

plásticas na excitabilidade dos neurônios E-tardios induzido por mecanismos de plasticidade 

dependentes de serotonina (BAKER-HERMAN; MITCHELL, 2002; BOCCHIARO; 

FELDMAN, 2004; MACFARLANE; MITCHELL, 2009), ou ainda, dependente de aumento de 

sinais sinápticos excitatórios, proveniente, por exemplo, dos quimiorreceptores centrais 

(MOLKOV et al., 2011; HUCKSTEPP et al., 2015) e do núcleo do trato solitário 

(YAMAMOTO; LALLEY; MIFFLIN, 2015). Todas estas possibilidades ainda requerem mais 

experimentos para ser elucidado. No presente estudo, mostramos que o antagonismo dos 

receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT2, no RTN/pFRG, durante os episódios de HIA, 

preveniu a manifestação do LTF expiratório em ratos anestesiados respirando espontaneamente. 

Estes resultados fornecem evidências de que 5-HT, agindo sobre os receptores 5-HT2, estimula o 

oscilador expiratório do RTN/pFRG e transforma a expiração em um processo ativo mesmo 

condições de repouso (hiperóxia/normocapnia). Este mecanismo dependente de serotonina no 

RTN/pFRG é recrutado durante a exposição aguda HI e contribui para o desenvolvimento de 

hiperatividade abdominal e, consequentemente, simpática de longo prazo após os episódios de 

hipóxia. 

Estudos nossos anteriores mostraram que a inibição do RTN/pFRG foi capaz de 

eliminar o LTF expiratório e o aumento da pressão arterial induzido pela HIA (LEMES et al., 

2016). Além disso, estudos prévios mostram que a geração dos disparos E-tardios na atividade 

simpático de ratos submetidos à HI crônica (10 dias de exposição) dependem da presença de 

correntes excitatórias adicionais durante a fase E-tardia (Moraes et al., 2013) e são eliminados 

com a diminuição do drive respiratório, por meio da exposição à hipocapnia (Molkov et al., 

2011). Estudos realizados por (DICK et al., 2007) sugerem que o LTF simpático possa ser 

decorrente, em parte, de alterações na atividade de neurônios respiratórios, uma vez que os níveis 

mais elevados de atividade simpática, após a HIA, estiveram sincronizados com o ciclo 

respiratório. Por outro lado, (XING; PILOWSKY, 2010) mostraram que o LTF simpático 
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 induzido pela HIA ocorreu na ausência do LTF frênico, contrastando a ideia de que mecanismos 

de acoplamento simpático-respiratório central pode contribuir para o LTF simpático após HIA. 

No presente estudo mostramos que o aumento progressivo na atividade simpática, após HIA, em 

preparações in situ, foi correlacionada com o desenvolvimento de LTF expiratório. De fato, a 

análise do padrão simpático revelou a presença de novos picos de atividade durante a fase 

expiratória tardia, após a HIA, juntamente com o aparecimento de disparos E-tardios na 

atividade abdominal. Tais observações, em conjunto com os dados na literatura, reforçam a ideia 

que o desenvolvimento de níveis elevados da atividade simpática em resposta à HIA depende, 

em parte, de modificações no padrão respiratório e o aparecimento da expiração ativa. 

Sabe-se que a HIA é capaz de induzir plasticidade também no endotélio vascular, 

aumentando seu mecanismo de vasodilatação, via ativação de canais de potássio ativados por 

cálcio (BKCa), como medida antagônica ao efeito hipertensor arterial induzido pela repetição à 

hipóxia (KRAUSE et al., 2015; GUAN et al., 2016; UYAR; DAVUTOGLU, 2016). 

Adicionalmente, estudos prévios demonstram que a exposição à HIA promove uma facilitação 

do controle barorreflexo da atividade simpática (XING; PILOWSKY, 2010) e da frequência 

cardíaca (LEMES et al., 2016). Talvez tenha sido esta a razão de não termos observado, de 

forma consistente, os efeitos do LTF simpático no aumento da pressão arterial em ratos 

anestesiados submetidos à HIA.  

Em conjunto, nossos dados mostram que a 5-HT exerce um importante efeito 

modulatório excitatório na atividade dos neurônios do RTN/pFRG. Tal efeito é determinante na 

expressão do LTF nas atividades expiratória e simpática, como um mecanismo compensatório 

frente a exposição à HIA. 

 

5.3  GERAÇÃO DE EXPIRAÇÃO ATIVA E SIMPATO-EXCITAÇÃO NA FASE E-

TARDIA EVOCADAS PELO CO2 DEPENDEM DA NEUROTRANSMISSÃO 

GLUTAMATÉRGICA NO RTN. 

Estudos recentes descrevem o RTN/pFRG como uma importante área envolvida com a 

quimiorrecepção central, por conter neurônios glutamatérgicos (HOLLOWAY et al., 2015) 

capazes de responder, intrinsecamente, às alterações de CO2 e pH no sangue arterial (MULKEY 

et al., 2004; GUYENET; STORNETTA; BAYLISS, 2010), e por enviar sinais excitatórios para 

regiões que regulam a respiração (LI; NATTIE, 2002). As projeções excitatórias do RTN/pFRG, 

mediadas por glutamato, para a coluna respiratória ventral são direcionadas aos neurônios pré-

inspiratórios do complexo pré-Bötzinger, aumentando a amplitude do disparo do nervo frênico e, 

consequentemente, aumentando a atividade respiratória durante a hipercapnia (RUBIN et al., 
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 2011; BOCHORISHVILI et al., 2012; TAKAKURA et al., 2014). Condizente com estas 

informações, observamos que a exposição à hipercapnia promoveu aumento na atividade do 

nervo frênico, apresentando aumento na sua amplitude de disparo e redução do tempo 

inspiratório. Além disso, a microinjeção de Kyn no RTN/pFRG durante a hipercapnia 8% não 

alteraram o perfil de disparo do nervo frênico, aumentado pelo CO2. Isso indica que, de fato, a 

geração da excitação a respirar ao CO2, é intrínseca a atividade dos neurônios quimiossesíveis do 

RTN/pFRG e não depende de projeções excitatórias que ali convergem.  

Evidências experimentais recentes mostram que estes neurônios glutamatérgicos do 

RTN/pFRG e com atividade quimiossensível, que detêm um fator de transcrição chamado 

PHOX2B, são também peça chave na geração de expiração ativa em condições de hipercapnia 

(MARINA et al., 2010). Esta geração de expiração ativa desenvolvida pelo RTN/pFRG parece 

ser originada por neurônios expiratórios condicionais, que exibem potenciais de ação na fase E-

tardia do ciclo respiratório, os quais são silentes em repouso mas disparam ritmicamente em 

condições de hipercapnia, hipóxia ou drive inibitório reduzido (ABDALA et al., 2009; 

PAGLIARDINI et al., 2011; MORAES et al., 2012). Sugere-se que tais neurônios expiratórios 

do RTN/pFRG forneçam sinais excitatórios para os neurônios expiratórios pré-motores da coluna 

respiratória ventral (SILVA et al., 2016) e gerem disparos E-tardios na atividade motora 

abdominal (MOLKOV et al., 2011; HUCKSTEPP et al., 2015). Contudo, ainda não há 

evidências se tais neurônios expiratórios do RTN/pFRG constituam uma população neuronal 

distinta dos neurônios quimiossensíveis desta região. Estudos de (HUCKSTEPP et al., 2015), 

utilizando a técnica de optogenética, mostrou que o RTN/pFRG, do ponto de vista anatômico, 

contém duas populações. Contudo, esses autores não apresentaram evidências sobre as 

características funcionais destes neurônios em suas respectivas áreas. Não obstante, evidencias 

recentes sugerem que a população de neurônios quimiossensíveis do RTN/pFRG esteja 

localizada na porção medial deste núcleo e os neurônios expiratórios perfaçam a porção mais 

lateral do mesmo (FELDMAN; DEL NEGRO; GRAY, 2013; WANG et al., 2013; SILVA et al., 

2016). Nossos dados indicam que o RTN/pFRG possua duas populações distintas de neurônios, 

uma com atividade quimiossensível, responsável pela detecção ao CO2 e ao pH, e outra 

responsável pela geração de expiração ativa, porém não intrinsicamente quimiossesível. Tais 

observações são amparadas pelos nossos experimentos mostrando que microinjeção de Kyn no 

RTN/pFRG durante hipercapnia 8% não alterou a resposta do nervo frênico, mas foi 

determinante em abolir o aumento da atividade motora expiratória na fase E-tardia. Não 

descartamos a possibilidade da microinjeção de Kyn no RTN/pFRG, durante a hipercapnia, ter 

atuado em áreas vizinhas que também possuam neurônios expiratórios, como por exemplo o 
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 complexo Bötzinger. Conduto, (MORAES et al., 2012) mostrou que Kyn no BötC altera, 

principalmente, a atividade P-I do nervo abdominal e não a E-tardia. Com base nestas 

informações, propomos que os neurônios quimiossensíveis do RTN/pFRG estabelecem contato 

sináptico excitatório, mediado por glutamato, sobre os neurônios expiratórios quando em 

hipercapnia, afim de amplificar a resposta ventilatória para a remoção do CO2 sanguíneo. Nossas 

sugestões sobre tal rede sináptica do RTN ainda são preliminares e demandam de estudos 

eletrofisiológicos para serem comprovados. 

Além da geração de expiração ativa, os neurônios do RTN/pFRG contribuem para a 

excitação dos neurônios pré-motores simpáticos do região rostral ventrolateral do bulbo (RVLM) 

(MOREIRA et al., 2006; GUYENET, 2014), considerada a principal fonte de sinais excitatórios 

para neurônios pré-ganglionares simpáticos da medula espinhal (ROSS et al., 1984a). Estudos 

recentes mostram que os neurônios simpáticos da RVLM podem apresentar um aumento da sua 

frequência de despolarização durante a fase E-tardia do ciclo respiratório, a qual parece depender 

de inputs excitatórios vindos de neurônios expiratórios do RTN/pFRG (MOLKOV et al., 2011; 

MORAES et al., 2013; BARNETT et al., 2016). Estes dados também vão de acordo com nossos 

estudos prévios (LEMES et al., 2016) mostrando que a inibição farmacológica do RTN/pFRG 

com muscimol aboliu a expiração ativa e o aumento da pressão arterial induzidos por HIA. Tais 

informações sugerem que a geração da atividade expiratória ativa abdominal é importante para a 

simpato-excitação observada no nervo simpático torácico. Em concordância com estes achados, 

no presente trabalho mostramos que a exposição à hipercapnia 8% também promoveu aumento 

da atividade simpática eferente na fase E-tardia do ciclo respiratório, a qual, por sua vez, estave 

atrelada ao aumento da atividade abdominal E-tardia, indicando que a geração de expiração ativa 

parece ser determinante para a simpato-excitação observada durante exposição ao CO2. Além 

disso mostramos que o antagonismo dos receptores glutamatérgicos do RTN/pFRG, durante a 

exposição à hipercapnia, aboliu, seletivamente, a simpato-excitação da fase E-tardia acoplada a 

hiperatividade E-tardia abdominal. Não obstante, mostramos que a reexposição ao CO2 60min 

após a microinjeção restaurou a resposta abdominal, com aumento da atividade E-tardia, bem 

como a simpato-excitação E-tardia acoplada ao incremento abdominal, indicando que nossos 

efeitos foram, de fato, relacionados ao antagonismo dos receptores ionotrópicos do glutamato na 

região do RTN/pFRG. Por outro lado, o aumento da atividade simpática durante a fase P-I não 

foi alterado pelo antagonismo dos receptores glutamatérgicos no RTN, sugerindo que os 

neurônios da RVLM recebem outros sinais excitatórios durante a fase expiratória, além dos 

neurônios do RTN/pFRG. 
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 Neste sentido, nossos dados suportam a ideia que durante a exposição a hipercapnia, os 

neurônios quimiossensíveis do RTN/pFRG promovam excitação dos neurônios expiratórios, 

também do RTN/pFRG, para aumentar a ventilação (JENKIN; MILSOM, 2014; LEMES; 

ZOCCAL, 2014), os quais, por sua vez, induzem a hiperatividade dos neurônios simpáticos do 

RVLM na mesma fase E-tardia do ciclo respiratório (ZOCCAL et al., 2007; MOLKOV et al., 

2011; MORAES et al., 2013) na tentativa de reduzir a perfusão do CO2 para os tecidos. Em 

conjunto, esses resultados reforçam a ideia que o aumento da atividade simpática durante a fase 

E-tardia é um importante componente do padrão de expiração ativa, e que seu surgimento 

depende da ativação dos neurônios expiratórios do RTN/pFRG. Estudos ainda são necessários 

para verificar a forma como os neurônios expiratórios do RTN/pFRG interagem com os 

neurônios pré-simpáticos da RVLM, bem como o significado fisiológico do aumento da 

atividade simpática durante a fase E-tardia. 

 

5.4  ATIVAÇÃO DE MECANISMOS SEROTONINÉRGICOS NO RTN/pFRG INDUZ 

SENSIBILIZAÇÃO DOS NEURÔNIOS QUIMIOSSENSÍVEIS.  

Da mesma forma que pareça existir um consenso na literatura no que diz respeito a HIA 

promover LTF respiratório, o mesmo parece acontecer quando se fala que o LTF respiratório ou 

simpático dependem da ativação de mecanismos serotoninérgicos para serem gerados (DICK et 

al., 2007; LING, 2008; HOFFMAN; MITCHELL, 2011). O estudo pioneiro de (MILLHORN; 

ELDRIDGE; WALDROP, 1980) mostrou que animais pré-tratados com paraclorofenilalanina, 

um inibidor da síntese de triptofano hidroxilase (precursor da serotonina), atenuou o LTF 

respiratório induzido pela ativação repetida do corpúsculo carotídeo. Seguindo essa mesma linha 

de raciocínio, (MACFARLANE; MITCHELL, 2009) demonstraram que injeções repetidas de 

serotonina (3 x, a cada 5 min) no núcleo motor do frênico promovia a geração do LTF na 

atividade do nervo frênico. Estudos anteriores mostraram que a ativação dos receptores 

serotoninérgicos, especificamente os receptor do tipo 5-HT2, parece estar relacionado ao LTF 

respiratório e simpático (KINKEAD; MITCHELL, 1999; XING; PILOWSKY, 2010), por meio 

da facilitação ou sensibilização na atividade neuronal (HOFFMAN; MITCHELL, 2011; 

PAMENTER; POWELL, 2013). Evidências obtidas em culturas de células descrevem que a 

sensibilização induzida por um estímulo, por exemplo a hipóxia, tende a aumenta a 

excitabilidade elétrica da célula sensibilizada, promovendo a mobilização de Ca2+, afim de 

amplificar a resposta sensorial ao próprio estímulo (JACKSON; NURSE, 1995; STEA et al., 

1995; PAWAR et al., 2008). No que diz respeito aos quimiorreceptores centrais, a sensibilização 

induzida por HI parece refletir em alteração no limiar de detecção de CO2, aumentando o drive 



 79 

 excitatório dependente de CO2 para os neurônios geradores da respiração, ainda que a PaCO2 

esteja semelhante às condições basais (MOLKOV et al., 2011; DEMPSEY et al., 2014; 

BARNETT et al., 2016). Nossos resultados mostram que a ativação repetida dos receptores 5-

HT2 do RTN/pFRG parece promover uma sensibilização dos mecanismos relacionados à 

detecção de CO2, visto que a exposição à hipocapnia resultou em uma menor queda da atividade 

respiratória dos animais que receberam microinjeção de DOI no RTN/pFRG. Isto sugere que os 

neurônios quimiossensíveis do RTN/pFRG, após a ativação dos receptores 5-HT2, envie um 

maior drive excitatório para os neurônios geradores do padrão e ritmo respiratório, ainda que 

níveis CO2 não tenham se modificado.   

No presente trabalho, também demonstramos, e em primeira mão, que a ativação 

repetida e específica dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT2 no RTN/pFRG promove LTF 

nas atividades inspiratória, expiratória e simpática, perdurando por no mínimo 1 h após às 

microinjeções no RTN/pFRG em preparações in situ. Os mecanismos pelos quais a ativação dos 

receptores serotoninérgicos promove o LTF respiratórios e simpático, parece ser dependente da 

neurotransmissão glutamatérgica, uma vez que nossas injeções de Kyn foram efetivas reverter 

tais aumentos respiratório e simpático. Nesse sentido, é possível que a ativação dos receptores 5-

HT2 possam ter causado uma facilitação/sensibilização da neurotransmissão glutamatérgica no 

RTN (HOFFMAN; MITCHELL, 2011; PAMENTER; POWELL, 2013). Estudos demonstram 

que a ativação da proteína Gq, acoplada aos receptores serotoninérgicos, como nos receptor 5-

HT2, ativam a proteína cinase C (PKC), a qual, induz a produção e liberação do fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) em neurônios (KINKEAD; MITCHELL, 1999; 

PAVLINAC et al., 2011; HOFFMAN; MITCHELL, 2013). Este BDNF, por sua vez, pode 

interagir com o receptor tirosina-quinase B (TrkB), que fosforila a cinase regulada por sinal 

extracelular (pERK), a qual promove, por sua vez, pode levar a fosforilação dos receptores 

glutamatérgicos  do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), envolvidos na geração do LTF 

ventilatório (HOFFMAN; MITCHELL, 2011). Por outro lado, há também evidências de que a 

ativação da proteínas Gs, via receptor 5-HT7 (HOFFMAN; MITCHELL, 2011), ativa a proteína 

cinase A (PKA), que estimula o TrkB a fosforilar a proteína cinase B (Akt), a qual também 

promove a fosforilação do receptor NMDA no neurônio pós-sináptico (PAMENTER; POWELL, 

2013). Tal incorporação do fosfato ao receptor NMDA, na face interna da membrana, parece 

amplificar a resposta excitatória evocada pelo seu ligante, o glutamato (DEVINNEY et al., 2013; 

PAMENTER; POWELL, 2013). Interessantemente, a sinalização da Akt parece também 

contribui para a incorporação de novos receptores glutamatérgicos do tipo AMPA (alfa-amino-3-

hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiónico) na membrana do neurônio pós-sináptico, amplificando 
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 ainda mais a resposta ao glutamato (BOCCHIARO; FELDMAN, 2004; MORALES et al., 2006; 

FORTIN et al., 2012; TSAI et al., 2013). Adicionalmente, estudos recentes também 

demonstraram que a ativação dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT2 aumentam a 

transmissão glutamatérgica por mecanismos tanto pré- como pós-sinápticos, aumentando a 

liberação de glutamato e incrementando a amplitude dos potenciais pós-sinápticos excitatórios 

glutamatérgicos por indução de corrente de sódio sub-limiar nos dendritos apicais, em neurônios 

piramidais  (AGHAJANIAN; MAREK, 1997; CIRANNA, 2006). Nesse sentido, propomos que 

durante os episódios de HIA ocorra a ativação dos receptores 5-HT2 no RTN, advinda 

provavelmente da Rafe (ERICKSON; MILLHORN, 1994), a qual induz sensibilização dos 

neurônios quimiossensíveis e expiratórios, mediada pela neurotransmissão glutamatérgica, 

gerando LTF inspiratório, expiratório e simpático em repouso (nomóxia e normocapnia) (Figura 

22). 
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Figura 22. Figura ilustrativa de com a ativação serotoninérgica promove aumento da 

liberação de glutamato e fosforilação do receptor glutamatérgico. Figura esquemática 

mostrando a possível interação do neurônio serotoninérgico com o neurônio do RTN/pFRG 

durante hipóxia. Na porção superior e lateral da figura temos o terminal pré-sináptico (neurônio 

serotoninérgico), que é estimulado em situação de hipóxia a liberar serotonina na fenda sináptica 

com o neurônio do RTN/pFRG. Na fenda sináptica temos trapézios azuis – representando 

serotonina; círculos vermelhos – representando glutamato (liberado pelo neurônio 

quimiossensível do RTN/pFRG); e círculos verdes – representando Ca2+. Na porção inferior, 

temos o receptor serotoninérgico 5-HT2 no terminal pré- e pós-sináptico (neurônio do 

RTN/pFRG), sendo ativado por seu ligante. A alteração conformacional do receptor, após a 

ligação do ligante, altera a afinidade da proteína G, acoplada ao receptor 5-HT2, ao GDP na 

subunidade alfa, ocorre então uma troca do GDP por um GTP citosólico. A ligação de GTP na 

subunidade alfa da proteína G ativa ambas as subunidades, alfa e beta-gama, promovendo então 

a dissociação das subunidades alfa da beta-gama. A subunidade alfa da proteína G, por sua vez, 

irá promover a ativação de proteínas alvo e estas a ativação de segundos mensageiros. Por 

conseguinte, estes segundos mensageiros irão promover o aumento da liberação de glutamato 

(neurônio pré-sináptico) e a fosforilação de receptores ionotrópicos glutamatérgicos (neurônio 

pós-sináptico). Quando fosforilados, os receptores glutamatérgicos amplificam a corrente 

excitatória de entrada quando ativados por seu ligante.       
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 6. CONCLUSÃO 

Dentro do contexto da HI, podemos concluir que durante a exposição a HI, mecanismos 

serotoninérgicos são recrutados por sinais excitatórios dos quimiorreceptores periféricos e 

ativam diversas áreas do sistema nervoso central a fim de promover ajustes cardiorrespiratórios 

que restaurem a falta de oxigênio sanguíneo. A ativação destes mecanismos serotoninérgicos, 

especificamente no RTN/pFRG e mediados pela estimulação dos receptores 5-HT2, promove 

sensibilização tanto dos neurônios quimiossensíveis como dos neurônios expiratórios, 

aumentando a atividade de tais neurônios por mecanismos que envolvem a neurotransmissão 

glutamatérgica. Consequentemente a sensibilização, o sinal excitatório dependente de CO2, 

proveniente dos neurônios quimiossensíveis, torna-se amplificado, e resulta no aparecimento do 

padrão expiratório ativo e hiperatividade simpática em condições de normocapnia. Nesse sentido 

esta sensibilização dos neurônios quimiossensíveis, mediada pela 5-HT, parece estar relacionada 

ao desenvolvimento de hiperatividade simpática e hipertensão arterial observados em condições 

de HI crônica, assim como na apneia obstrutiva do sono (PRABHAKAR et al., 2005; LAHIRI et 

al., 2006; BARNETT et al., 2016), conforme a figura 23. 
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Figura 23. Figura esquemática ilustrando os possíveis mecanismos pelos quais a HIA 

promove as alterações respiratórias e simpáticas. Figura esquemática mostrando como, 

provavelmente, a HIA promove LTF inspiratório, expiratório e simpático. Durante episódios 

hipoxêmicos, os quimiorreceptores localizados no corpúsculo carotídeo e arco aórtico enviam 

projeções excitatórias para o sistema nervoso central, no núcleo do trato solitário (NTS). Do 

NTS, estas informações são processadas e direcionadas aos núcleos da rafe. A excitação 

promovida pelo NTS, estimula os neurônios serotoninérgicos do RTN/pFRG a liberarem 

serotonina sobre os neurônios do núcleo retrotrapezóide, tanto quimiorreceptores como 

expiratórios. Nestes neurônios, a ativação dos receptores setoroninérgicos irão ativar a proteína 

G acoplada, a qual, por sua vez irá dissociar a subunidade alfa da beta-gama, mediante ligação 

do GTP. Na sequência a subunidade alfa irá ativar proteínas alvo, as quais também irão ativar 

mensageiros secundários intracelulares. Estes mensageiros secundários irão promover a 

fosforilação dos receptores ionotrópicos glutamatérgicos também do RTN/pFRG. Uma vez 

fosforilados, os receptores glutamatérgicos irão amplificar a corrente excitatória de entrada nos 

neurônios do RTN/pFRG. Este mecanismo exercer um efeito sensibilizador nos neurônios 

serotoninérgicos do RTN/pFRG, alterando o limiar de detecção ao CO2, para níveis inferiores 

aos basais. Nesse sentido, mesmo em condições de normóxia e normocapnia, os neurônios 

passaram a disparar as respostas do quimiorreflexo. Este reflexo inclui a excitação dos neurônios 

inspiratórios do complexo pré-Bötzinger e pré-motores inspiratórios do grupo respiratório 

ventral rostral, aumentando a amplitude e reduzindo o tempo inspiratório do nervo frênico, a 

qual é mediada pela atividade do neurônio quimiossensível. O neurônio quimiossensível também 

aumenta a excitação dos neurônios expiratórios do RTN/pFRG, via glutamato. A maior 

excitação dos neurônios expiratórios do RTN/pFRG, já sensibilizados pela projeção 

serotoninérgica, promove excitação dos neurônios prémotores expiratório do grupo respiratório 

ventral caudal, os quais aumentam a atividade motora expiratória na fase E-tardia do ciclo 

respiratório, tornando a expiração um processo ativo. Além disso, os neurônios expiratórios do 

RTN/pFRG também irão excitar os neurônios pré-motores simpáticos da região rostral 

ventrolateral do bulbo, gerando aumento da atividade simpática durante a fase E-tardia, 
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 coincidente com o disparo da atividade motora abdominal. Este mecanismo parece ser o mesmo 

que acontece na fisiopatologia da apneia obstrutiva do sono, relacionando as alterações 

respiratórias com o desenvolvimento de hiperatividade simpática e hipertensão arterial.        
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of medullary post-inspiratory activities. Pflügers Archiv : European Journal of Physiology, v. 

410, n. 4-5, p. 420–7, 1987.  

RICHTER, D. W.; SMITH, J. C. Respiratory rhythm generation in vivo. Physiology, v. 

29, n. 1, p. 58–71, 2014.  

ROSS, C. A.; RUGGIERO, D. A.; JOH, T. H.; PARK, D. H.; REIS, D. J. Rostral 

ventrolateral medulla: selective projections to the thoracic autonomic cell column from the 

region containing C1 adrenaline neurons. The Journal of Comparative Neurology, v. 228, n. 2, 

p. 168–85, 1984a.  

ROSS, C. A.; RUGGIERO, D. A.; PARK, D. H.; JOH, T. H.; SVED, A. F.; 

FERNANDEZ-PARDAL, J.; SAAVEDRA, J. M.; REIS, D. J. Tonic vasomotor control by the 

rostral ventrolateral medulla: effect of electrical or chemical stimulation of the area containing 

C1 adrenaline neurons on arterial pressure, heart rate, and plasma catecholamines and 

vasopressin. The Journal of Neuroscience, v. 4, n. 2, p. 474–94, 1984b.  

RUBIN, J. E.; BACAK, B. J.; MOLKOV, Y. I.; SHEVTSOVA, N. A.; SMITH, J. C.; 

RYBAK, I. A. Interacting oscillations in neural control of breathing: modeling and qualitative 

analysis. Journal of Computational Neuroscience, v. 30, n. 3, p. 607–32, 2011.  

SCHREIHOFER, A. M.; GUYENET, P. G. Baro-activated neurons with pulse-

modulated activity in the rat caudal ventrolateral medulla express GAD67 mRNA. Journal of 

Neurophysiology, v. 89, n. 3, p. 1265–77, 2003.  

SCHULTZ, H.; LI, Y. Carotid body function in heart failure. Respiratory Physiology 

& Neurobiology, v. 157, n. jun 1, p. 171–85, 2007.  

SILVA, J. N.; TANABE, F. M.; MOREIRA, T. S.; TAKAKURA, A. C. 

Neuroanatomical and physiological evidence that the retrotrapezoid nucleus/parafacial region 

regulates expiration in adult rats. Respiratory Physiology & Neurobiology, v. 227, p. 9–22, 



 96 

 2016.  

SIMMS, A.; PATON, J.; ALLEN, A.; PICKERING, A. Is augmented central 

respiratory-sympathetic coupling involved in the generation of hypertension? Respiratory 

Physiology & Neurobiology, v. 174, p. 89–97, 2010.  

SMITH, J.; ABDALA, A. P. L.; KOIZUMI, H.; RYBAK, I. A.; PATON, J. F. R. 

Spatial and functional architecture of the mammalian brain stem respiratory network: a hierarchy 

of three oscillatory mechanisms. Journal of Neurophysiology, v. 98, n. 6, p. 3370–87, 2007.  

SMITH, J. C.; BUTERA, R. J.; KOSHIYA, N.; DEL NEGRO, C.; WILSON, C. G.; 

JOHNSON, S. Respiratory rhythm generation in neonatal and adult mammals: the hybrid 

pacemaker-network model. Respiration Physiology, v. 122, p. 131–47, 2000.  

SMITH, J.; ELLENBERGER, H. H.; BALLANYI, K.; RICHTER, D. W.; FELDMAN, 

J. L. Pre-Bötzinger complex: a brainstem region that may generate respiratory rhythm in 

mammals. Science, v. 254, n. 5032, p. 726–9, 1991.  

SOMERS, V. K.; DYKEN, M. E.; CLARY, M. P.; ABBOUD, F. M. Sympathetic 

neural mechanisms in obstructive sleep apnea. The Journal of Clinical Investigation, v. 96, n. 

4, p. 1897–904, 1995.  

ST -JOHN, W. M.; PATON, J. F. R. Defining eupnea. Respiratory Physiology & 

Neurobiology, v. 139, n. 1, p. 97–103, 2003.  

STEA, A.; JACKSON, A.; MACINTYRE, L.; NURSE, C. A. Long-term modulation of 

inward currents in O2 chemoreceptors by chronic hypoxia and cyclic AMP in vitro. The Journal 

of Neuroscience, v. 15, n. 3 Pt 2, p. 2192–202, 1995.  

STORNETTA, R. L.; MOREIRA, T. S.; TAKAKURA, A. C.; KANG, B. J.; CHANG, 

D. A.; WEST, G. H.; BRUNET, J. F.; MULKEY, D. K.; BAYLISS, D. A.; GUYENET, P. G. 

Expression of Phox2b by brainstem neurons involved in chemosensory integration in the adult 

rat. The Journal of Neuroscience, v. 26, n. 40, p. 10305–14, 2006.  

SUN, M. K.; YOUNG, B. S.; HACKETT, J. T.; GUYENET, P. G. Reticulospinal 

pacemaker neurons of the rat rostral ventrolateral medulla with putative sympathoexcitatory 

function: an intracellular study in vitro. Brain Research, v. 442, n. 2, p. 229–39, 1988.  

SUN, Q. J.; MINSON, J.; LLEWELLYN-SMITH, I. J.; ARNOLDA, L.; CHALMERS, 

J.; PILOWSKY, P. Bötzinger neurons project towards bulbospinal neurons in the rostral 

ventrolateral medulla of the rat. The Journal of Comparative Neurology, v. 388, n. 1, p. 23–

31, 1997.  

TAKAKURA, A. C.; BARNA, B. F.; CRUZ, J. C.; COLOMBARI, E.; MOREIRA, T. 

S. Phox2b-expressing retrotrapezoid neurons and the integration of central and peripheral 



 97 

 chemosensory control of breathing in conscious rats. Experimental Physiology, v. 99, n. 3, p. 

571–85, 2014.  

TAKAKURA, A. C.; MOREIRA, T. S.; WEST, G. H.; GWILT, J. M.; COLOMBARI, 

E.; STORNETTA, R. L.; GUYENET, P. G. GABAergic pump cells of solitary tract nucleus 

innervate retrotrapezoid nucleus chemoreceptors. Journal of Neurophysiology, v. 98, n. 1, p. 

374–81, 2007.  

TAKAKURA, A. C. T.; MOREIRA, T. S.; COLOMBARI, E.; WEST, G. H.; 

STORNETTA, R. L.; GUYENET, P. G. Peripheral chemoreceptor inputs to retrotrapezoid 

nucleus (RTN) CO2-sensitive neurons in rats. The Journal of Physiology, v. 572, n. Pt 2, p. 

503–23, 2006.  

TAYLOR, N. C.; LI, A.; NATTIE, E. E. Medullary serotonergic neurones modulate the 

ventilatory response to hypercapnia, but not hypoxia in conscious rats. The Journal of 

Physiology, v. 566, n. Pt 2, p. 543–57, 2005.  

TOPPIN, V. A. L.; HARRIS, M. B.; KOBER, A. M.; LEITER, J. C.; ST-JOHN, W. M. 

Persistence of eupnea and gasping following blockade of both serotonin type 1 and 2 receptors in 

the in situ juvenile rat preparation. Journal of Applied Physiology, v. 103, n. 1, p. 220–7, 2007.  

TSAI, Y.-W.; YANG, Y.-R.; SUN, S. H.; LIANG, K.-C.; WANG, R.-Y. Post ischemia 

intermittent hypoxia induces hippocampal neurogenesis and synaptic alterations and alleviates 

long-term memory impairment. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism, v. 33, n. 5, 

p. 764–73, 2013.  

TURNER, D. L.; MITCHELL, G. S. Long-term facilitation of ventilation following 

repeated hypoxic episodes in awake goats. The Journal of Physiology, v. 499 ( Pt 2, p. 543–50, 

1997.  

UYAR, M.; DAVUTOGLU, V. An update on cardiovascular effects of obstructive 

sleep apnoea syndrome. Postgraduate Medical Journal, 2016.  

WANG, S.; SHI, Y.; SHU, S.; GUYENET, P. G.; BAYLISS, D. A. Phox2b-expressing 

retrotrapezoid neurons are intrinsically responsive to H+ and CO2. The Journal of 

Neuroscience, v. 33, n. 18, p. 7756–61, 2013.  

XING, T.; PILOWSKY, P. M. Acute intermittent hypoxia in rat in vivo elicits a robust 

increase in tonic sympathetic nerve activity that is independent of respiratory drive. The Journal 

of Physiology, v. 588, n. Pt 16, p. 3075–88, 2010.  

YAMAMOTO, K.; LALLEY, P.; MIFFLIN, S. Acute intermittent optogenetic 

stimulation of nucleus tractus solitarius neurons induces sympathetic long-term facilitation. 

Regulatory, Integrative and Comparative Physiology, v. 308, n. 4, p. R266–75, 2015.  



 98 

 ZHENG, Y.; BARILLOT, J.; BIANCHI, A. Patterns of membrane potentials and 

distributions of the medullary respiratory neurons in the decerebrate rat. Brain Research, v. 546, 

p. 261–70, 1991.  

ZOCCAL, D. B.; BONAGAMBA, L. G. H.; OLIVEIRA, F. R. T.; ANTUNES-

RODRIGUES, J.; MACHADO, B. H. Increased sympathetic activity in rats submitted to chronic 

intermittent hypoxia. Experimental Physiology, v. 92, n. 1, p. 79–85, 2007.  

ZOCCAL, D. B.; BONAGAMBA, L. G. H.; PATON, J. F. R.; MACHADO, B. H. 

Sympathetic-mediated hypertension of awake juvenile rats submitted to chronic intermittent 

hypoxia is not linked to baroreflex dysfunction. Experimental physiology, v. 94, n. 9, p. 972–

83, 2009.  

ZOCCAL, D. B.; PATON, J. F. R.; MACHADO, B. H. Do changes in the coupling 

between respiratory and sympathetic activities contribute to neurogenic hypertension? Clinical 

and Experimental Pharmacology & Physiology, v. 36, n. 12, p. 1188–96, 2009.  

ZOCCAL, D. B.; SIMMS, A. E.; BONAGAMBA, L. G. H.; BRAGA, V. A.; 

PICKERING, A. E.; PATON, J. F. R.; MACHADO, B. H. Increased sympathetic outflow in 

juvenile rats submitted to chronic intermittent hypoxia correlates with enhanced expiratory 

activity. The Journal of Physiology, v. 586, n. 13, p. 3253–65, 2008.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 99 

 8. ANEXO 1 
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 9. ANEXO 2 
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