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RESUMO

O locus coeruleus (LC) é considerado uma regiao quimiorreceptora a CO,/pH
em mamiferos. A substancia P (SP) tem sido usada como marcador de neurénios
respiratorios, pois possui importante fungcdo nas respostas compensatorias a
hipercapnia em muitas areas do sistema nervoso central. Neurénios e processos
imunorreativos a receptores neurocinina 1 (NK-1) estdo amplamente distribuidos
dentro do LC. Portanto, o presente estudo teve por objetivo avaliar a participagao de
receptores NK-1 no LC nas respostas cardiorrespiratorias e termorreguladoras a
hipercapnia. Para este fim, foi injetado o conjugado SP-Saporina (SP-SAP; 2uM) no
LC de ratos Wistar para lesar neurdnios que expressam esses receptores, ou IgG-
SAP como controle. Os animais em que as inje¢des atingiram o quarto ventriculo
(4°V) foram considerados como grupo 4°V. A ventilacdo pulmonar (Vg, pletismografia
de corpo inteiro), pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura corporal (Tc) foram medidas por 60 min de exposi¢ao a hipercapnia (7%
CO,). Para verificar a correta localizagao e efetividade da lesdao quimica realizou-se
a imunohistoquimica para receptores NK-1. Além disso, imunohistoquimica para
tirosina hidroxilase (TH) foi realizada para averigtiar se neurdnios noradrenérgicos
foram lesados. A técnica de Fluoro-Jade foi também utilizada para avaliar a
neurodegeneracao. Observou-se a redugcdo da imunorreatividade para receptores
NK-1 (72% de lesdo dos neurénios) e redugado da imunorreatividade para neurdnios
noradrenérgicos (66% dos neurdnios noradrenérgicos) sete dias apods injecdes de
SP-SAP no LC e intensa marcacdo na técnica de Fluoro-Jade mostrando a
efetividade da lesdo. Lesbes seletivas de neurbnios que expressam receptores NK-1
no LC nao afetaram a ventilacdo basal, o mesmo foi observado com os animais em

que a injecao atingiu o 4°V. A hipercapnia causou aumento da ventilagao pulmonar



em todos os grupos decorrente do aumento da freqliéncia respiratéria (fR) e volume
corrente (Vc). Entretanto, o tratamento com SP-SAP no LC e no 4°V promoveu
atenuacdo da resposta ventilatoria (30% e 20%, respectivamente), devido a
diminuicdo do Vc. A lesdo com SP-SAP no LC e no 4°V nao afetou a PAM,
entretanto promoveu aumento na FC em ambos grupos. Os resultados sugerem que
os neurdnios que expressam receptores NK-1 no LC modulam a resposta
ventilatéria a hipercapnia, porém nado possuem papel tdnico na ventilacdo em
condigdes basais. Além disso, esses neurbnios ndo participam da regulagdo da
temperatura e da PAM em normocapnia e hipercapnia, mas modulam FC durante
exposicao ao CO,. Essa modulagcdo pode ser devida a alteragdo na liberacdo de

noradrenalina.

Palavras-chaves: A6, substancia P, CO,, quimiossensibilidade, respiracao.



ABSTRACT

The locus coeruleus (LC) has been suggested as a CO, chemoreceptor site in
mammals. Substance P (SP) has been used as a marker of respiratory neurons and
it plays an important role in compensatory responses to hypercapnia in several sites
of the central nervous system. Neurokinin-1 (NK-1) receptor immunoreactive (NK1R-
ir) neurons and processes are widely distributed within the LC. Thus, the present
study assessed the role of NK-1 receptors in the LC in the cardiorespiratory and
thermal responses to hypercapnia. To this end, substance P-saporin conjugate (SP-
SAP; 2uM) was injected in the LC to kill NK1R-ir neurons, or IgG-SAP as a control in
male Wistar rats. The animals that the drug reached the fourth ventricle (4°V) were
considered as a 4°V group. Pulmonary ventilation (Vg, body plethysmograph), mean
arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and body core temperature were measured
followed by 60 min of hypercapnic exposure (7% CO;). To verify the correct
placement and effectiveness of the chemical lesions, immunohistochemistry for
NK1R was performed. In addition, tyrosine hydroxylase (TH) immunoreactivity was
performed to verify if noradrenergic neurons were eliminated. Fluoro-Jade technique
was used to evaluate neuronal degeneration. A reduced NK1R (72% of reduction)
and TH immunoreactivity (66% of reduction) was observed seven days after the
injections of SP-SAP in the LC and an intense Fluoro-Jade staining, showing the
effectiveness of the lesion. Focal lesions of NK1R-ir did not affect basal ventilation in
the SP-SAP in LC and SP-SAP in 4°V groups. Hypercapnia caused an increase in
pulmonary ventilation in all groups, which was a result of increases in respiratory
frequency (fR) and tidal volume (V1), SP-SAP treatment in the LC and in the fourth
ventricle attenuated the hypercapnic ventilatory response (30% and 20%,

respectivally), due to a reduction in the V1. SP-SAP in the LC and SP-SAP in the 4°V
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lesion did not affect MAP, but caused an increase in HR in both groups. The results
suggest that NK1R-ir neurons in the LC modulate hypercapnic ventilatory response
but play no role in breathing control under resting conditions. Additionally, NK1R-ir
neurons seem to play no role in body temperature and MAP regulation in resting
conditions and during hypercapnia, but modulate HR during CO, exposure. This

modulation may be due to a change in the noradrenaline release.

Key-words: A6, substance P, CO,, chemosensitivity, breathing.

11



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Fotomicrografias representativas da imunohistoquimica para
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im= intra-muscular

ip= intra-peritoneal

LC= locus coeruleus

NK-1= neurocinina 1

PAM= pressao arterial média
PAP= pressao arterial pulsatil
4°\/= quarto ventriculo

SNC= sistema nervoso central
SP= substancia P
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V= volume corrente
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1.INTRODUCAO

Uma das principais fungdes do sistema respiratorio € adequar o processo de
troca gasosa para manter as pressdes parciais de CO, e O, no sangue arterial
(PaCO2 e P,0,) relativamente constantes. Para tal, os vertebrados apresentam
quimiorreceptores periféricos e centrais que detectam alteragbes nos gases
sanguineos e promovem ajustes ventilatérios para manutencdo da P,O, e do
equilibrio acido-basico. Os quimiorreceptores sensiveis a CO./pH podem ser
classificados como periféricos (localizados nos corpos carotideos e arco adrtico) ou
centrais (localizados no sistema nervoso central; SNC). Contudo os
quimiorreceptores centrais apresentam fungao predominante na resposta ventilatéria
ao CO./pH em relagao aos periféricos e localizam-se especificamente na superficie
ventrolateral do bulbo (Mitchell et al., 1963; Schilafke, 1981; Loeschcke, 1982).

No entanto, varias evidéncias indicam que os quimiorreceptores centrais
estdo amplamente distribuidos no SNC, em diferentes areas do tronco encefalico,
incluindo o nucleo do trato solitario, nucleo fastigial, nucleo retrotrapezodide, rafe
rostral bulbar e o locus coeruleus (Loeschcke 1982; Coates et al., 1993; Nattie,
1999; Solomon et al., 2000; Ballantyne & Scheid, 2001; Nattie, 2001; Nattie & Li,
2002; Guyenet et al., 2008). Contudo, ainda € discutida a relevancia fisioldgica de
cada um deles e sua participacdo no controle respiratorio.

Uma das hipoteses € que ha uma hierarquia de estruturas que estio
envolvidas com a quimiorrecepgao central (Nattie, 2001). Acredita-se que, quando
estimuladas, as areas quimiossensiveis sdo acionadas e cada uma contribui com
uma resposta ventilatoria, as quais sdo somadas promovendo uma resposta
ventilatoria final maior (cf. Nattie & Li, 2002). De acordo com os autores, cada area

contribui diferentemente para a resposta quimiorreceptora dependendo do estado do
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animal, se ele estd acordado, dormindo ou anestesiado. Com o aumento da
intensidade do estimulo essa dependéncia (do estado em que se encontra o animal)
pode mudar.

Durante a hipercapnia aguda, aumento da PCO; no sangue, a hiperventilagao
resultante pode ser acompanhada por alteracdes cardiovasculares. Nesse sentido,
Tenney (1956) descreveu um ligeiro aumento da presséo arterial em resposta ao
CO, em gatos e sugeriu que esse aumento seja causado por uma estimulagao
simpato-adrenal. Corroborando esses dados, Bloom e colaboradores (1977)
demonstraram que, em bezerros, a inalagdo de 10% de CO, aumenta a presséao
arterial juntamente com as concentragbes plasmaticas de cortisol e de
noradrenalina. Contudo, outros estudos relataram o efeito oposto em caes
(Suutarinen, 1966; Koehler et al., 1980), ratos (Wendling et al., 1967) e até mesmo
em seres humanos (Bristow et al., 1971). Estas diferencas podem ser devido as
variagdes nos procedimentos e/ou nos niveis experimentais do COs..

Paralelamente ao aumento da ventilagcdo, a hipercapnia pode causar reducao
da temperatura corporal (Tc; Branco & Wood, 1994; Barros & Branco, 1998; veja
revisdo Bicego et al., 2007). Neste contexto, Tamaki & Nakayama (1987)
observaram que a hipercapnia promove um aumento da atividade dos neurbnios da
area pré-optica do hipotalamo anterior, importante regido encefalica envolvida na
regulagcéo da Tc (Boulant, 1998; 2000). Estudo em cobaias recém-nascidas mostrou
que a temperatura retal comega a cair quando os animais sao expostos a 6% de
CO; (Farkas & Donhoffer, 1975). Ja em ratos, verificou-se uma inibicdo completa da
termogénese, quando os animais foram submetidos a misturas gasosas contendo
10% ou mais de CO; (Pepelko & Dixon, 1974). Alguns autores acreditam que a

hipotermia induzida por hipercapnia parece nao ser consequéncia de uma queda no
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metabolismo como ocorre na hipdxia (Bicego et al., 2007) mas de perda de calor por
hiperpnéia e vasodilatagcdo cutanea (Lai et al.,, 1981). Neste contexto, Lai e
colaboradores (1981) demonstraram que o consumo de O, aumentou durante a
hipercapnia, uma resposta comumente observada com fragdes de 4 a 7% CO; no ar

inspirado (cf. Saiki & Mortola, 1996).

Locus coeruleus (LC)

O locus coeruleus, cujo termo foi proposto pelos anatomistas Wenzel &
Wenzel (1812), € um nucleo bilateral localizado na por¢gédo dorsal da ponte, no
assoalho do 4°Ventriculo (Moore & Bloom, 1979). Além disso, esse nucleo constitui
uma regiao que possui 0 maior conjunto de corpos celulares noradrenérgicos (grupo
celular A6) do SNC (Dahistrom & Fuxe, 1964; Moore & Bloom, 1979) que emite
projecbes para diversas regides como hipocampo, cerebelo, tdlamo, hipotalamo
(Berridge & Waterhouse, 2003). O LC tem sido relacionado a processo fisioldgicos e
comportamentais incluindo ciclo sono-vigilia, alimentacao, controle
cardiorrespiratdrio, nocicepgao, atencdo e aprendizagem (Aston-Jones et al.,1985;
Hobson et al., 1975; Oyamada et al., 1998).

Alguns estudos sugerem que o LC modula a funcdo cardiovascular em
normocapnia (Sved & Felsten, 1987; Yao et al.,, 1999; Yao & Lawrence, 2005).
Estimulagdo do LC com injecdo de L-glutamato (Sved & Felsten, 1987), L-arginina,
um precursor de oxido nitrico (Yao et al., 1999) ou ATP (Yao & Lawrence, 2005)
causa hipotensao e bradicardia. De fato, o LC projeta-se para regiées envolvidas no
controle cardiovascular, tais como hipotalamo, NTS, nucleo motor dorsal do vago e
nucleo ambiguus (McBride & Sutin, 1976; Gann et al., 1977; Sakai et al., 1990; Card

et al., 2006).
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O hipotalamo, que é uma regiao envolvida no controle cardiovascular, recebe
inervagao, mediada via noradrenalina, do LC (Philippu, 1988). Além disso, estudos
sugerem o envolvimento de catecolaminas na regulagdo cardiovascular (Li et al.,
2008; Madden et al., 2006). A lesdo de neurbnios catecolaminérgicos da regiao
posterior do hipotalamo e do LC, por meio da inje¢do de 6-hidroxidopamina, causa
hipotensdo, sugerindo acédo hipertensiva das catecolaminas nessas regides
(Kawasaki et al., 1991; Ogawa, 1978). Além disso, estimulagao elétrica (Philippu,
1988) ou quimica, pelo glutamato, do LC (Kawasaki et al., 1991) resulta em aumento
da pressao arterial e aumento da liberagdo de noradrenalina na regido posterior do
hipotalamo. Em contrapartida, Sved & Felsten (1987) observaram um efeito
hipotensor e bradicardia ao estimularem o LC com inje¢cédo de L-glutamato.

A hipercapnia € um poderoso estimulo para a ventilagado levando ao aumento
tanto da freqUéncia respiratéria quanto do volume corrente (Nattie, 1999). Estudos in
vivo em mamiferos mostraram que o estimulo hipercapnico aumenta a expressao de
c-fos no LC (Haxhiu et al., 1996; Teppema et al., 1997). Além disso, um estudo
recente do nosso laboratério demonstrou que neurbnios noradrenérgicos do LC
modulam a hiperventilacdo induzida por hipercapnia, pois a lesdo quimica desses
neurénios reduz tal resposta devido a atenuagao no volume corrente (Biancardi et
al., 2008).

Elam e colaboradores (1981) e Stunden e colaboradores (2001)
demonstraram que a hipercapnia causa um aumento de aproximadamente 40% na
frequéncia de disparos dos neurbénios do LC em ratos em estudos in vivo. De fato,
mais de 80% dos neurénios do LC sado quimiossensiveis, respondendo a hipercapnia
com aumento na taxa de disparos (Filosa et al., 2002; Oyamada et al., 1998).

Recentemente, Johnson e colaboradores (2008) usando camundongos transgénicos
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Prp57, os quais expressam uma proteina fluorescente de cor verde (GFP) no LC,
demonstraram que o LC exibe quimiossensibilidade em cultura de células apés
bloqueio farmacolégico de transmissao sinaptica excitatoria e inibitéria e que mais
de 85% de neurbdnios do LC positivos pra GFP sao estimulados por elevagao de
COo/H".

Recentemente, a quimiorrecepcao central tornou-se foco de intensa pesquisa
na area de neurofisiologia, devido a essa possibilidade de multiplas regides
quimiossensiveis no SNC, incluindo o LC. Nesse sentido, as descobertas sobre este
tema estdo também comecgando a ser diretamente relacionadas as pesquisas
clinicas, uma vez que varias evidéncias sugerem que disfuncbes na
quimiossensibilidade central podem exercer um papel importante em sindromes
como morte subita em neonatos (Obonai et al., 1998). Além disso, estudos sugerem
a participagao do LC em varias patologias como sindrome do panico, estresse pos-
traumatico e depresséao (Singewald & Philippu, 1998). Vale ressaltar que pacientes
com sindrome do panico apresentam uma sensibilidade aumentada ao CO, e
também parecem possuir uma fungéo noradrenérgica alterada (Bailey et al., 2003).
Neste contexto, Bailey e colaboradores (2003) relataram que a exposi¢cao a
hipercapnia (35% CO;) desencadeia ansiedade devido a ativacdo de neurbnios
noradrenérgicos do LC. Além disso, experimentos com lesdo de neurdnios
noradrenérgicos do LC demonstram a participagdo desse nucleo no circuito gerador

da ansiedade (ltoi, 2008).

Substéancia P
A Substancia P (SP) é um decapeptideo da familia das taquicininas (Hokfelt

et al., 2000) que foi descoberto por Von Euler & Gaddum (1930). Este peptideo é um
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dos mais abundantes e com maior distribuicdo das neurocininas no SNC de
mamiferos (Ljungdahl et al., 1978). Os seguintes neurotransmissores: substancia P
(SP), neurocinina A (NK-A) e neurocinina B (NK-B) ligam-se a trés receptores
conhecidos como neurocinina 1 (NK-1), neurocinina 2 (NK-2) e neurocinina 3 (NK-3).
Contudo, a SP apresenta maior afinidade pelos receptores NK-1, enquanto NK-A e
NK-B interagem preferencialmente com os receptores NK-2 e NK-3, respectivamente
(Regoli et al., 1994). A SP esta envolvida nas respostas ao estresse e ansiedade via
ativagao de receptores NK-1 (Hahn & Bannon, 1998). Essa idéia deve-se ao fato que
a SP age como um neurotransmissor excitatério dentro de um importante circuito
neuronal envolvido na regulacédo de respostas comportamentais € neuroquimicas ao
estresse (Hahn & Bannon, 1998). De acordo com Nattie (2000; 2001) e Nattie & Li
(2002), a distribuicdo de neurdnios imunorreativos para receptores NK-1 no SNC de
rato apresenta similaridade com a distribuicido das areas quimiossensiveis. Portanto,
alguns estudos tém usado os receptores NK-1 como marcadores de neurbnios
importantes na quimiorrecepgao e controle da respiragao (Gray et al., 2001; Nattie &
Li, 2002; 2006).

Recentemente, tem-se utilizado o conjugado saporina (proteina inativadora de
ribossomo, SAP) com SP (SAP-SP) para lesar seletivamente neurbnios que
expressam receptores NK-1 (Wiley & Lappi, 1997). Injecdo de SP-SAP no complexo
pré-Botzinger resultou num padrdo respiratério atdxico em ratos acordados
sugerindo a importancia da substancia P para regulagao da respiragao (Gray et al.,
2001). Além disso, a lesdao de neurbnios que expressam receptores NK-1 no
complexo pré-Botzinger (Gray et al., 2001; McKay et al., 2005; Wenninger et al.,
2004), nucleo retrotrapezoide/regiao parapiramidal (Nattie & Li, 2002) e rafe (Nattie

et al., 2004) deprime a resposta ventilatéria ao CO; inspirado.
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Estudos in vivo demonstraram a participagcdo de receptores NK-1 também no
controle cardiovascular (Abdala et al., 2006; Culman et al., 1997; Cloutier et al.,
2006). A lesao de neurbdnios que expressam receptores NK-1 no nucleo do trato
solitario comissural, pela injegdo do conjugado SP-SAP, promoveu reducdo da
bradicardia e da hipotensao induzidas pela injegao de fenilbiguanida (Abdala et al.,
2006). Além disso, a inje¢cao de SP na regiao C1 (Urbanski et al., 1989) e no nucleo
paraventricular (Womack et al., 2007) promoveu aumento na pressao sanguinea e
na taxa de disparos dos neurénios pressores (Li & Guyenet, 1997).

Com relacdo a Tc ha evidéncias de que a SP também participa da
termorregulagao, atuando especificamente na area pré-éptica (Batteis, 1992; Blatteis
et al., 1994). Lai e colaboradores (1981) demonstraram que a exposicao a
hipercapnia (5 ou 7% CO;) promove uma reducgao da Tc de 1-1,5°C em ratos. Tal
fendbmeno provavelmente se deve a perda de calor por hiperpnéia e vasodilatagao
cutanea. A regulagao da Tc ocorre por um equilibrio entre mecanismos relacionados
a produgao e a perda de calor. A hipercapnia pode interferir na termorregulagéo
como resultado do aumento da dissipagao de calor (Barros et al., 1998).

Foi demonstrada a presenca de receptores NK-1 no LC (Bert et al., 2002;
Chen et al., 2000) e uma forte imunorreatividade para SP nessa regiao (Triepel et
al., 1985). Além disso, aplicagao de SP aumentou a taxa de disparos dos neurdnios
do LC através da ativacdo de receptores NK-1 (Cheeseman et al., 1983). A SP
também tem sido intensamente relacionada as pesquisas clinicas, ja que
antagonistas de receptores NK-1 tém sido apontados como potentes antidepressivos
(Blier et al., 2004; Haddjeri & Blier, 2008).

Diante do que foi exposto acima, considerando as caracteristicas

quimiossensiveis do LC, este parece ser uma regido ideal para o estudo das
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respostas compensatérias as alteragdes de CO,/pH. Contudo, ainda nao existem

dados sobre a participacdo da SP no LC na quimiorrecepg¢ao ao CO..
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2. OBJETIVO

Em vista das evidéncias expostas, o presente estudo possuiu o seguinte objetivo

especifico:
- verificar se os receptores NK-1, no locus coeruleus, modulam as respostas
cardiorrespiratérias e termorreguladoras induzidas por hipercapnia (7%CO.).
Para isso sera verificado o efeito da inje¢édo, no LC, do conjugado SP-SAP, o
qual atua especificamente em receptores NK-1, sobre a temperatura corporal,

pressao arterial média, freqiéncia cardiaca e ventilagdo pulmonar de ratos

Wistar.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1- Animais

Os experimentos foram realizados com ratos Wistar, pesando de 300 a 350g.
Os animais foram acondicionados a temperatura controlada de 24 = 1°C e
submetidos a um ciclo claro/escuro de 12/12h. Os animais tiveram livre acesso a
agua e ragao e os experimentos foram realizados entre as 8:00h e 17:00h. Esse
estudo foi conduzido sob aprovacdo do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias
Agrarias Veterinarias de Jaboticabal (Protocolo: 008536-07) e sob as normas do

Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA).

3.2- Drogas, anticorpos, solucdes e mistura gasosa utilizados

Todas as drogas, exceto os conjugados SP-SAP e IgG-SAP, foram adquiridas
da Sigma Chemical CO. (St. Luis, MO, USA). O IgG-SAP e a SP-SAP foram
adquiridos da Advanced Targeting Systems (San Diego, CA, USA). Os anticorpos
foram adquiridos junto a Advanced Targeting Systems (San Diego, CA, USA) e
Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA). A mistura gasosa de 7% CO3, 21% O,

em Ny balango foi adquirida da AGA (Sertdozinho, SP).

3.3- Cirurgia estereotaxica

Para a realizagado da cirurgia estereotaxica, os animais foram anestesiados
com 2,2,2-tribromoetanol (250 mg kg™, I.P. - Aldrich, Milwaukee, WI, USA) e fixados
em um estereotaxico (David Kopf, model 900, Tujunga, CA, USA). Ao final da
intervengao cirurgica os animais foram tratados com pentabioético veterinario (160
000 U kg™ benzilpenicilina, 33.3 mg kg~ estreptomicina e 33.3 mg kg~ di-

hidroestreptomicina, 1.M.).
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3.3.1. Lesdes Quimicas do LC

A injecao do conjugado SP-SAP (Advanced Targeting Systems, San Diego, CA,
USA) foi realizada com a utilizagdo de uma agulha gengival 30G curta (Becton
Dickinson, Juiz de Fora, MG, Brasil) que foi introduzida, pelo procedimento
estereotaxico no LC (angulagao da torre: 15°, AP: -3,4 mm do lambda, L: £1,2 mm
do lambda, DV: -6,8 mm do o0sso0), de acordo com as coordenadas de Paxinos &
Watson (1998). A agulha foi posicionada no suporte para agulhas na torre do
aparelho estereotaxico e a sua parte superior foi acoplado tubo de polietileno [PE-10
Intramedic (Clay Adams, Parsippany, NJ)] numa extensao de aproximadamente 20
cm o qual possibilita a comunicagdo da agulha de inje¢do a bomba microinjentora
(modelo 310, Stoelting Co., Il, USA). O conjunto agulha-tubo de polietileno foi
preenchido com o conjugado SP-SAP ou IgG-SAP. Foi entado injetado 0,4 uL de IgG-
SAP (animal controle; Advanced Targeting Systems, San Diego, CA, USA) ou do
conjugado SP-SAP (animal lesado, 2uM, Potts et al.,2007; Advanced Targeting
Systems, San Diego, CA, USA;) ao longo de 8 minutos para minimizar a difusado da
droga. Sendo o LC um nucleo bilateral, o procedimento da injecao foi realizado em
cada lado (direito e esquerdo) do nucleo. Devido a proximidade do LC ao quarto
ventriculo, em alguns animais, o conjugado SP-SAP atingiu o ventriculo. Portanto,

esses animais foram analisados e formaram o grupo 4°V (SP-SAP no 4°V).

3.4- Medidas da temperatura corporal:

Um sensor e registrador de temperatura integrado (“data loggers”) (SubCue,
Calgary, AT, CA) foi implantado na cavidade abdominal dos ratos, através de uma
incisdo na parede abdominal 1 dia antes do experimento. Apds a calibragao prévia

aos experimentos, os “data loggers” foram conectados a um computador, via uma
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conexao oOptica e programados para a coleta de dados ao longo do experimento com
leituras de temperatura a cada 5 minutos utilizando-se o programa “SubCue

temperature data logger software”.

3.5- Determinacao da Pressao Arterial Média (PAM) e Freqiiéncia Cardiaca (FC)

Um dia antes dos experimentos, os ratos foram anestesiados com
triboromoetanol e um cateter [PE-10 conectado a um PE-50 (Clay Adams,
Parsippany, NJ)] foi inserido na aorta abdominal através da artéria femoral para
medida da presséao arterial pulsatil (PAP). O cateter foi exteriorizado e fixado na area
interescapular para ser conectado a um transdutor de pressao. A PAP foi medida por
um transdutor de pressao (modelo TSD 104A, Biopac systems, Inc, Santa Barbara,
CA, USA) conectado a um amplificador (modelo DA 100C, Biopac systems, Inc,
Santa Barbara, CA, USA). A PAM e a FC foram quantificadas a partir da PAP. PAP,
PAM e FC e foram gravadas no mesmo sistema (MP100 A-CE, Biopac systems, Inc,

Santa Barbara, CA, USA).

3.6- Determinacao da Ventilacdo (Vi)

As medidas de ventilagdo foram obtidas por pletismografia de corpo inteiro
(Bartlett & Tenney, 1970). Durante a realizagdo de cada medida de ventilagdo, o
fluxo de ar foi interrompido e a cAmara do animal permaneceu totalmente vedada
por curtos periodos de tempo (£2 min). As oscilagbes da temperatura do ar da
camara, causadas pela respiracao, foram medidas como oscilagcbes de pressao pelo
fato do volume de ar corrente inspirado ser aquecido da temperatura da camara a Tc
e saturado com vapor de agua, enquanto que o volume de ar corrente expirado é

novamente esfriado até a temperatura da cdmara. Sinais de um transdutor de
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pressdo (Biopac), conectado a camara do animal e a uma camara de referéncia,
foram coletados por um pré-amplificador (Biopac), passando através de um
conversor analdgico-digital, digitalizados em um computador equipado com um
programa para analise de dados (AcgKnowledge MP 100, BioPac Systems, Inc.,
Santa Barbara, CA, USA). A calibragdo do volume foi obtida durante cada
experimento, injetando-se um volume conhecido de ar dentro da camara do animal
(1mL) com o uso de uma seringa graduada. Duas variaveis respiratérias foram
medidas, a frequéncia respiratoria (fR) e o volume corrente (V¢), o ultimo calculado
através da formula: Vc=P1/Px X Vk X Ta/Tamp X (Ps-PA)/PB-Ta/T¢c (Ps-Pc), onde V:
volume de ar injetado na camara do animal para calibracao; P+: deflexdo de presséo
associada com cada volume de ar corrente; Pk: deflexdo de pressdo associada com
cada volume de ar injetado para calibragdo, T¢: temperatura corporal; Tamb:
temperatura ambiente; Ta: temperatura do ar dentro da camara; Pg: pressao
barométrica; Pc: pressao de vapor d’agua a temperatura corporal; Pa: pressao de
vapor d’agua a temperatura da camara. A ventilagdo foi medida pelo produto de fR
pelo Vc. A ventilagdo e o V¢ foram apresentados nas condicdes de pressao

barométrica ambiente, a Tc e saturados com vapor d’agua (BTPS).

3.7- Avaliacdo da localizacdo e efetividade da lesdo

Ao final dos experimentos, os animais foram profundamente anestesiados com
tribromoetanol e perfundidos transcardiacamente (corte no atrio direito) com tampéo
fosfato salina (PBS, 0,1 M com pH de 7,4), seguido por paraformaldeido 4 % em
tampéao fosfato (PB) 0,1 M. Os encéfalos foram removidos da caixa craniana e
armazenados no mesmo fixador a 4° C por 4 hrs e posteriormente mantidos em

solugéo de sacarose 20 e 30% dissolvida em tampéo fosfato 0,1 M com pH 7,4 a 4°
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C por 24 hrs em cada solugdo. O tecido entédo foi congelado no isopentano (99%,
Synth) por 1 min e embebido em Tissue Tek O.C.T., cortado no criostato (Leica CM
1850) a 30 um e montado em laminas gelatinizadas. A partir dai foi realizada a
imunohistoquimica para confirmar se os neurdnios com receptores NK-1 do LC

foram lesados.

3.7.1- Imunohistoquimica para receptores NK-1

Para verificar a correta localizacdo e efetividade da lesdo quimica, a
imunorreatividade foi avaliada usando um marcador para receptores NK-1 (Nattie &
Li, 2002). Para essa finalidade os cortes foram incubados com anticorpo policlonal
de coelho anti-NK-1 por 48 hrs a 4 °C (1:1000) em 10 % de soro normal de cabra e
0,1 % de Triton (X-100; Advanced Targeting Systems, San Diego, CA, USA),
seguido por 24 hrs de incubagao com anticorpo secundario biotinilado de cabra anti-
coelho (1:500, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). O anticorpo biotinilado foi
complexado com avidina DH: peroxidase biotinilada (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA), e o complexo foi desenvolvido pela adigdo de cromognio o
di-hidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) de acordo com as instrugbes do
fabricante (Sigma, MO, USA) para visualizar a marcagdo dos receptores NK-1. A
leitura das laminas foi realizada no microscopio Leica DM 2500 com uma camera
(Leica DFC 280) acoplada a um computador com um programa de analise de
imagem. Para quantificagdo dos neurdnios imunorreativos para receptores NK-1 do
LC foram contatos em toda a extensao deste grupo de células de cada rato (-9.16 a
-10.32 mm do bregma). As imagens foram capturadas e as analises foram

realizadas usando um sistema de analise de imagem computadorizado (NIH System,
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Image J) desenvolvido na US National Institutes of Health e disponivel na internet no

website http://www.rsb.info.nih.gov/nih-image/).

3.7.2- Imunohistoguimica e imunofluorescéncia para Tirosina Hidroxilase

(TH)

Para saber se neurénios noradrenérgicos do LC também foram lesados apds a

injecao do conjugado SP-SAP, a imunorreatividade para TH foi avaliada usando um
marcador de neurbnios catecolaminérgico conforme Biancardi e colaboradores
(2008). Para esse proposito, os cortes foram incubados por 48 hrs com anticorpo
monoclonal camundongo anti-TH a 4 °C (1:10000; Sigma, MO, USA) seguido por 2
hrs de incubagdo com o anticorpo policlonal biotinilado de coelho anti-camundongo
(1:1000; Dako Cytomation, Denmark, Carolina do Sul, USA). O anticorpo biotinilado
foi complexado com avidina DH: peroxidase biotinilada (Vector, PK-4001,
Laboratories, Burlingame, CA, USA), e o complexo foi desenvolvido pela adigdo de
cromognio o di-hidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) de acordo com as instrugdes
do fabricante (Sigma, MO, USA) para visualizar a marcagao de TH. A leitura das
laminas e contagem de neurbnios imunorreativos para TH foram realizadas
conforme descrito no item 3.7.1.

Na imunofluorescéncia para TH os cortes foram imersos em glicina (0.1M)
diluida em tampéao fosfato salina (PBS, 0,1 M com pH de 7,4) por 10 min. A sec¢des
foram entdo bloqueadas em PBS-T (tampao fosfato salina + 0.2% Triton) com 0.1%
BSA. Posteriormente os cortes foram incubados por 48 hrs com anticorpo
monoclonal de camundongo anti-TH por 48 hrs a 4 °C (1:10000; Sigma, MO, USA)
diluido em PBS-T seguida por incubagao de 1 hr com Alexa Fluor 594 de cabra anti-

camundongo (1:2000; Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) diluido em PBS. Os
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cortes foram dispostos em laminas e posteriormente analisados em microscopio

optico (Olympus BX-60) e confocal (Leica Microsystems, Mannheim, Germany).

3.7.3- Fluoro-Jade (FJ)

Para detectar neurodegeneracgao foi realizado FJ como descrito por Schmued e
colaboradores (1997). Os cortes foram montados em laminas e apds secagem foram
imersos em 100% de etanol por 3 min seguidos por 1 min em alcool 70% e 1 min em
agua destilada. Posteriormente as secg¢des foram colocadas em uma solugdo de
0,06% de permanganato de potassio por 15 min. Apds 3 lavagens de 1 min cada em
agua destilada as secgbes foram imersas na solugdo de FJ. A solugdo de FJ
(0.0001%) utilizada foi preparada adicionando 1mL de solucéo estoque de FJ (0.01
%) e 99 mL de acido acético 0,1% em agua destilada. Apds marcacédo as secgdes
foram lavadas 3 vezes em agua destilada e a aquisicdo de imagem foi realizada

conforme descrito para imunofluorescéncia no item 3.7.2.

3.8- Analise dos Dados

Os valores obtidos foram expressos como média + erro padrdao da média
(SEM). Os dados foram analisados usando analise de variancia de duas vias (Two-
way-ANOVA) e o teste Tukey foi usado para comparagbes multiplas. A analise
estatistica foi realizada utilizando-se o software SigmaStat (Systat Software, Point
Richmond, CA, USA). O numero de neurbénios NK1-IR e TH-IR foi comparado com
teste t ndo pareado. Foram considerados significativos valores de p<0,05. Nos

graficos estdo apresentadas somente as diferengas entre os grupos.
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4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL
4.1- Efeito da lesdo de neurdnios do LC que expressam receptores NK-1
(SP-SAP) sobre ventilacdo, pressédo arterial média, frequéncia cardiaca e
temperatura corporal durante a hipercapnia
Sete dias apds a cirurgia, os animais (controle ou lesado) foram previamente
colocados em uma camara pletismografica e a Tc foi medida continuamente. A
camara foi inicialmente ventilada com ar atmosférico umedecido (21% O3) por um
periodo de aclimatacdo de no minimo 30 min. Foram entdo realizadas medidas
controle de ventilagdo, pressao arterial média e freqliéncia cardiaca. Em seguida, os
animais foram submetidos a 60 min de hipercapnia (7% COz) onde a camara foi
ventilada com uma mistura gasosa umidecida contendo 7% de CO;, 21% O, e
equilibrada com N, (AGA). As medidas cardiorrespiratérias foram realizadas 5, 15,
30, 45 e 60 minutos apds a exposi¢cao a hipercapnia. Apds 1 hora de hipercapnia, os
animais foram submetidos a 1 hora de recuperacdo, em que as camaras voltaram a
ser ventiladas com ar atmosférico. Nessa recuperacao, foram realizadas medidas
cardiorrespiratérias aos 75, 90, 105 e 120 min de experimento. Apds o0s
experimentos foi realizada a imunohistoquimica para confirmar se os neurdénios com

receptores NK-1 do LC foram lesados.
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5. RESULTADOS

5.1. Imunohistoquimica para receptores NK-1

A figura 1 apresenta fotomicrografias de secg¢des transversais da ponte
mostrando imunorreatividade para receptores NK-1 no LC apds injecao de IgG-SAP
(controle, Fig. 1A, C) e SP-SAP (lesado, Fig. 1B, D). Os receptores NK-1 no LC dos
animais do grupo controle distribuem-se pelo corpo celular e processos. A lesao
causou redugcdo na imunorreatividade para receptores NK-1 (Fig. 1B, D). O
conjugado SP-SAP injetado bilateralmente no LC promoveu uma redugido de
aproximadamente 72% de neurdnios que expressam receptores NK-1 (Fig. 1E)
(p<0,0001; Teste t ndo-pareado).

Nos animais lesados a regido noradrenérgica A5 esta preservada,
mostrando que a lesdao de neurdnios que expressam receptores NK-1 foi localizada

especificamente no LC (Fig. 1F).

35



¥ - _f &
,‘pt: Lé? ”fa‘gfff"’.~ﬁa! /4ﬁfﬁﬂnj 3 . ot :}:
. ﬁ- : N\

100+

P -
Controle Lesado
3001
(%] M 4y
o 27 e
c PR Sl /’ N
S 200 & B ¢ TR
o = 7 " ‘. 1
3 a4 I/ p @ b 4 ‘|
c 1 f gy, I 1
0 RS 55 \ '
© % B ps I » 7
g .
)
1S
S
b4

FIGURA 1. Fotomicrografias representativas da imunohistoquimica para receptores NK-1 no locus
coeruleus de animais do grupo controle (IgG-SAP; A e C) e submetidos a lesao quimica (SP-SAP;
B e D). O numero de neurbnios imunorreativos para receptores NK-1 foi reduzido apds a lesédo
quimica do LC (E). *Indica diferenga entre os ratos do grupo IgG-SAP e SP-SAP (p<0,0001; Teste
t ndo pareado). (F) O circulo delimita a regido A5 com marcagdo para receptores NK-1.
Abreviagdes: LC: locus coeruleus e 4°V: quarto ventriculo. Barra de Calibragado: A, B - 500um; C,
D, F-200um.
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5.2. Imunofluorescéncia para Tirosina Hidroxilase (TH)

A figura 2 apresenta fotomicrografias de secg¢bes transversais da ponte
mostrando imunofluorescéncia para TH apds injegcao de IgG-SAP no LC (Fig. 2A) e
SP-SAP (Fig. 2B). O LC de animais do grupo controle mostrou grande quantidade de
células positivas para TH (Fig. 2A) e a lesdo com SP-SAP diminuiu a

imunorreatividade de células positivas para TH (Fig. 2B).
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FIGURA 2. Fotomicrografias representativas da imunofluorescéncia para TH no locus coeruleus de
animais do grupo controle (IgG-SAP; A) e submetidos a lesdo quimica (SP-SAP; B). A
imunofluorescéncia de células positivas para TH diminuiu apos lesdo com SP-SAP. Abreviagao: 4°V:

quarto ventriculo. Barra de calibragdo: A,B - 50um.
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5.3. Imunohistoquimica para TH

Para avaliar se neurbnios noradrenérgicos do LC expressam receptores NK-
1, ou seja, se o conjugado SP-SAP lesou neurbénios noradrenérgicos, foi realizada
imunohistoquimica para TH. O LC dos animais do grupo IgG-SAP esta intacto e
aparece como um agrupamento compacto de células intensamente marcadas (Fig.
3A, C). A lesdo com SP-SAP causou uma redugao de células positivas para TH (Fig.
3B, D). A perda de células positivas para TH no LC depois de lesdo com SP-SAP foi
quantificada, e os resultados sdo mostrados no grafico da Fig. 3E. Houve uma
reducao de aproximadamente 66% no numero de TH-IR (Fig. 3E, p<0,0001; Teste t
nao pareado).

Nos animais lesados a regido noradrenérgica A5 esta preservada,
mostrando que a lesdo de neurbnios noradrenérgicos que expressam receptores

NK-1 foi localizada especificamente no LC (Fig. 3F).
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FIGURA 3. Fotomicrografias representativas da imunohistoquimica para tirosina hidroxilase no
locus coeruleus de animais do grupo controle (IgG-SAP; A e C) e submetidos a lesdo quimica
(SP-SAP; B e D). O numero de neurdnios imunorreativos para tirosina hidroxilase foi reduzido
apos a lesdo quimica do LC (E). *Indica diferenga entre os ratos do grupo IgG-SAP e SP-SAP
(p<0,0001; Teste t ndo pareado). (F) O circulo delimita a regido A5 com marcacdo para TH.
Abreviagdes: LC: locus coeruleus e 4°V: quarto ventriculo. Barra de Calibragado: A, B - 500um; C,
D, F - 200um.
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5.4. Fluoro-Jade (FJ)

O método de Fluoro-Jade demonstrou a eficiéncia da les&do utilizando o
conjugado SP-SAP. No grupo controle (IgG-SAP) (Fig. 4A) a marcagao foi
qualitativamente menor quando comparado ao grupo lesado (SP-SAP) (Fig. 4B, C).

Nos animais do grupo lesado os neurdnios em degeneragao apresentaram
forte imunorreatividade no corpo celular comprovando a lesdo de neurbnios que
expressam receptores NK-1 (Fig. 4B, C). Conforme observado na Figura 4B-C,
apenas corpos celulares apresentam-se com imunorreatividade sugerindo a

preservacao das fibras.
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FIGURA 4. (A) Animal controle avaliado pelo Fluoro-Jade (FJ) no LC. A seta indica a localizagdo do
locus coeruleus (LC). Abreviagdo: 4°V: quarto ventriculo. (B e C)- Neurodegeneragdo avaliada pelo
Fluoro-Jade no LC apés lesdo com SP-SAP. O quadrado delimita parte do locus coeruleus (LC).
Barra de calibragao: A -100um; B - 50um; C - 10um.
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5.5. Ventilacdo Pulmonar

A figura 5 apresenta valores do volume corrente (V¢), freqiéncia respiratoria
(fR) e ventilacéo (Ve) de animais do grupo controle (IgG-SAP), animais em que a
injecao atingiu o quarto ventriculo (SP-SAP no 4°V) e animais do grupo tratado (SP-
SAP no LC) durante normocapnia e hipercapnia (7% CO;). Sob condigbes
normocapnicas, nao houve diferenca significativa nos valores da Ve. Dentro de cada
grupo, a hipercapnia causou aumento na ventilagdo pulmonar em todos grupos
(lesado, controle e 4°V) (5, 15, 30, 45 e 60 min, p<0,001; two-way ANOVA), que
resultou do aumento da fr (5, 15, 30, 45 e 60 min, p<0,001; two-way ANOVA)] e V¢
[lesado, controle (5, 15, 30, 45 e 60 min, p<0,001; two-way ANOVA) e 4°V (5 min,
p<0,05; 15, 30, 45 e 60 min, p<0,001; two-way ANOVA)].

A figura 5 também apresenta o efeito da lesdo do conjugado SP-SAP no LC
na ventilacdo durante a hipercapnia. A resposta ventilatéria a hipercapnia dos
animais lesados (SP-SAP) diminuiu significativamente quando comparados aos
animais do grupo controle (IgG-SAP) (30min, p<0,001; 45min, p=0,004; 60min,
p=0,034; Teste Tukey). Essa atenuagao foi devida ao menor V¢ (15min, p=0,016;
30min, p=0,002; 45min, p=0,009; 60min, p=0,01; Teste Tukey). Essa reducgédo na
ventilacdo no grupo lesado foi de aproximadamente 30% em comparagdo ao grupo
controle.

Os animais do grupo 4°V (SP-SAP no 4°V) também apresentaram uma
reducao da ventilagdo de aproximadamente 20% quando comparados ao controle
(IgG-SAP) (45 min, p=0,039; Teste Tukey). Essa atenuagédo também ocorreu devido
a redugao do volume corrente (15min, p=0,037; 45min, p=0,036; Teste Tukey). Além

disso, os animais bilateralmente lesados apresentaram uma redugdo do volume
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corrente em relagdo ao grupo 4°V (75 min, p=0,04; Teste Tukey). Entretanto nao

ocorreu diferencga significativa na ventilagéo.
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FIGURA 5. Volume corrente (V¢), freqliéncia respiratéria (fR) e ventilagdo pulmonar (Vg) do animal
controle (IgG-SAP), animal lesado (SP-SAP no LC) e 4°V (SP-SAP no 4°V) expostos a normocapnia e
hipercapnia (7% CO,). * Indica diferenca significativa entre os grupos controle (IgG-SAP) e lesado
(SP-SAP no LC) (p<0,05; Teste Tukey). * Indica diferenca significativa entre os grupos controle (IgG-
SAP) e 4°V (SP-SAP no 4°V) (p<0,05; Teste Tukey). * Indica diferenga significativa entre os grupos
lesado (SP-SAP no LC) e 4°V (SP-SAP no 4°V) (p<0,05; Teste Tukey).
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5.6. Presséo Arterial Média (PAM) e Freqguéncia Cardiaca (FC)

A figura 6 apresenta os parametros cardiovasculares no grupo lesado,
controle e 4°V. Dentro dos grupos, a hipercapnia promoveu aumento na PAM
[controles (30min, p<0,05; two-way ANOVA), lesados (45min, p<0,05; two-way
ANOVA) e 4°V (30min, p<0,05; two-way ANOVA)]. Durante a recuperagao, a PAM
dos animais do grupo controle tendeu a aumentar significativamente em relacéo ao
periodo entre normocapnia e 15 minutos de hipercapnia (75, 90, 105 e 120min;
p<0,05; two-way ANOVA). Entretanto, ndo houve diferenga significativa, na PAM,
entre os grupos durante normocapnia e hipercapnia.

A exposicao hipercapnica causou aumento significativo na FC dentro do
grupo lesado (45min, p<0,001; two-way ANOVA) e dentro do grupo 4°V (30min,
p=0,025; two-way ANOVA). No grupo 4°V, esse aumento na FC permaneceu na
recuperacao (90min, p=0,027; two-way ANOVA). A hipercapnia ndo promoveu
alteracao dentro do grupo controle. Entretanto, durante a recuperagéao a FC tendeu a
aumentar (75, 90, 105, 120min, p<0,05; two-way ANOVA).

Na figura 6 pode-se observar que a leséo, pela inje¢gao do conjugado SP-SAP,
promoveu aumento da FC em relagdo aos animais injetados com IgG-SAP (5min,
p<0,05; 30min, p=0,015; 45min, p<0,001; Teste Tukey). Esse aumento da FC
provocado pela lesdao também foi diferente em relacdo aos animais do grupo 4°V
(45min, p=0,011; Teste Tukey). Aos 30 minutos de hipercapnia, a FC dos animais

4°V também foi maior que os animais controle (p=0,008; Teste Tukey).
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FIGURA 6. Pressao Arterial Média (PAM) e Freqliiéncia Cardiaca (FC) do animal controle (IgG-SAP),
lesado (SP-SAP no LC) e 4°V (SP-SAP no 4°V) em normocapnia e hipercapnia (7% CO,). * Indica
diferenga significativa entre os grupos controle (IgG-SAP) e lesado (SP-SAP no LC) (p<0,05; Teste
Tukey). ¥ Indica diferenca significativa entre os grupos controle (IgG-SAP) e 4°V (SP-SAP no 4°V)
(p=0,008; Teste Tukey). * Indica diferenca significativa entre os grupos lesado (SP-SAP no LC) e 4°V
(SP-SAP no 4°V) (p=0,011; Teste Tukey).
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5.7. Temperatura corporal (Tc)

A Tabela 1 apresenta a Tc dos animais dos grupos lesado, controle e 4°V. A

exposicao hipercapnica e a lesdo nao promoveram alteracdo na temperatura

corporal dos animais.

TABELA 1. Valores da temperatura corporal (Tc) dos animais controle (IgG-SAP), lesados (SP-SAP
no LC) e 4°V (SP-SAP no 4°V) durante normocapnia e hipercapnia (7% CO,).

IgG-SAP SP-SAP no 4°V SP-SAP no LC
(n=8) (n=6) (n=9)
Tcem
normocapnia 37,3+£0,2 37,8+0,2 37,4 +0,1
Tcem
hipercapnia 37,5+0,1 37,8+0,3 37,4 +0,1
(7%CO0Oy)
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, foi avaliada a participacdo de receptores NK-1 dos
neurénios do locus coeruleus (LC) na regulagao cardiorrespiratoria e da temperatura
corporal em resposta a hipercapnia (7%CO,). Para este fim, foi utilizada uma toxina
especifica e potente para neurbnios que expressam receptores NK-1, o conjugado
SP-SAP (Wiley & Lappi, 1997; Wiley & Kline, 2000). A lesdo dos neurbnios que
expressam receptores NK-1 do LC reduziu a resposta ventilatéria ao CO, e causou
aumento na frequéncia cardiaca durante a hipercapnia. Entretanto, tal lesdo nao
promoveu alteragdo significativa na pressao arterial média e na temperatura
corporal.

Na figura 1, pode-se observar que o LC apresentou grande imunorreatividade
para receptores NK-1, corroborando estudos prévios em ratos (Nakaya et al., 1994,
Hahn & Bannon, 1999). A imunohistoquimica apresentou-se como uma técnica
apropriada para confirmar a les&o bilateral da regido corroborando estudos prévios
que relataram grande eficiéncia da SP-SAP na destruicdo de neurbnios contendo
receptores NK-1 no tronco encefalico (Gray et al., 2001; Nattie & Li, 2002; Abdala et
al., 2006). O LC dos animais do grupo controle (IgG-SAP) permaneceu intacto e
apresentou marcacao de receptores NK-1 nos corpos celulares e também nos
processos neuronais (Fig.1).

De forma interessante, o padrao de marcacdo dos receptores NK-1 foi
semelhante a marcagao para TH. Pode-se observar que a regido A5 esta intacta
(Figuras 1F e 3F) nos animais lesados, confirmando que a lesao foi especifica para
os neurbnios do LC. Os resultados mostram que a SP-SAP foi eficiente para

promover lesao dos neurbnios que expressam receptores NK-1 no LC.
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O fluoro-jade foi descrito por Schmued e colaboradores (1997) e, segundo
os autores, esta € uma técnica simples, sensivel e confiavel para marcacao de
neurbnios e seus processos em degeneragcado expostos a uma variedade de
estimulos neurotdxicos (acido kainico, acido domaoico, MK-801). Os autores sugerem
que independente do mecanismo pelo qual o neurdnio morra sera marcado por
fluoro-jade. O mecanismo exato pelo qual essa substancia atua ainda permanece
desconhecido. Contudo, uma das hipoteses é que o neurbnio em degeneragao
apresenta o citoplasma basico que tem uma alta afinidade pelo fluoro-jade, que é
uma substancia acida, resultando na fluorescéncia. No presente estudo, o fluoro-
jade marcou somente corpos celulares, sugerindo que dendritos, axénios e terminais
foram preservados (Fig. 4). Por outro lado, a imunohistoquimica para NK-1 nos
animais lesados (Fig. 1) sugere que os dendritos e axdnios também foram lesados.
Segundo Ritucci e colaboradores (2005), a resposta a hipercapnia intracelular
(queda do pH interno) é similar quando se compara corpo celular e dendritos de
neurdnios do LC de ratos neonatos. Entretanto, a exposicdo do corpo celular a
hipercapnia no meio externo apresenta maior fungdo na ativagcdo da taxa de
disparos desses neurbnios que a mesma exposicao dos dendritos.

Alguns estudos mostram a importancia dos receptores NK-1 do SNC na
modulacdo da respiracdo em condicdes basais. A destruicdo dos neurbnios que
expressam esses receptores no complexo pre-Botzinger resulta num padréo
respiratorio ataxico, com alteragdo nos gases sanguineos e pH (Gray et al., 2001).
Em ratos adultos, a injecdo de SP no NTS commissural promove um aumento no V¢,
o qual é mediado por receptores NK-1 (Mazzone & Geraghty, 2000). Além disso, a
lesdo dos neurbnios que expressam receptores NK-1 no nucleo

retrotrapezéide/regido parapiramidal promove uma reducédo na Vg, via alteracdo do
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V¢, em normocapnia durante o sono e quando em vigilia, indicando que esta regiao
possui papel tbnico na manutencao da ventilagdo em condi¢des basais (Nattie & Li,
2002). No presente estudo, Vg, V¢ e fR nao foram alterados pela lesdo do LC com
SP-SAP em condigbes basais, sugerindo que o0s neurbnios que expressam
receptores NK-1 no LC ndo tém papel tdnico no controle da ventilagdo durante
normocapnia, corroborando um estudo recente que mostra que 0s neurdnios
noradrenérgicos do LC nao influenciam a ventilacdo em condi¢des basais (Biancardi
et al., 2008). Juntos, esses dados indicam que o LC parece néao ter papel tonico na

regulacao da ventilagdo pulmonar.

Os receptores NK-1 tém sido utilizados como marcadores de
quimiorreceptores de CO, (Nattie & Li 2002). No presente estudo observou-se
grande presencga de neurdnios que expressam receptores NK-1 no LC. Os animais
lesados com SP-SAP mostraram uma reducdo da resposta ventilatoria ao CO»
sistémico devido a atenuagido no V¢, sugerindo que o0s neurdnios que expressam
receptores NK-1 no LC participam do controle da respiracdo em resposta ao CO,. A
lesdo de 72% dos neurbnios que expressam receptores NK-1 no LC promoveu uma
reducao de aproximadamente 30% na resposta ventilatoria a 7% CO,. Nossos dados
corroboram resultados de Nattie & Li (2006) que demonstraram que a inje¢ao de SP-
SAP na cisterna magna de ratos promoveu uma atenuag¢ao da hiperventilagdo em
exposicao a hipercapnia (7% CO;) tanto em vigilia quanto durante sono ndo-REM.
Os autores observaram que a reduc¢ao de neurdnios que expressam receptores NK-
1 no nucleo retrotrapezoéide (RTN; 79%), regidao A5 (65%), rafe bulbar (38%) e
complexo pré-Botzinger/grupo respiratério ventral rostral (49%) é responsavel por
uma redugao de 61% da hiperventilagcao induzida por hipercapnia durante a vigilia e

de 46-57% durante o sono ndo-REM. Entretanto, no estudo de Nattie & Li (2006)
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regides localizadas dorsalmente, como LC e NTS, ndo foram afetadas, pois a
injecao realizada pelos autores (cisterna magna) abrange areas ventralmente

localizadas tornando ineficiente a lesao de neurdnios em regides dorsais como LC.

Considerando que o LC & um nucleo predominantemente noradrenérgico,
acredita-se que a lesdo de neurbnios imunorreativos para receptores NK-1 afete a
liberagdo de noradrenalina. De fato, os resultados demonstram que os neurdnios
noradrenérgicos do LC foram lesados pela injecdo de SP-SAP. Esses dados
corroboram estudos prévios que mostraram que 100% dos neurdnios do LC
imunorreativos para TH apresentam imunorreatividade para receptores NK-1 (Chen
et al., 2000). Portanto é possivel que a atenuacédo da resposta ventilatéria ao CO,
observada no presente estudo seja devido a lesdo de neurdnios noradrenérgicos do
LC. Existem evidéncias de que terminais axonais contendo Substancia P estado
densamente distribuidos no LC e fazem sinapse direta com neurbnios
noradrenérgicos (Arai & Emson, 1986; Shults et al, 1984; Tamyia et al, 1994;
Warden & Young, 1988). Além disso, varias evidéncias apontam que neurbnios
noradrenérgicos sao afetados pela substancia P (Cheeseman et al., 1983; Guyenet
& Aghajanian, 1977; Pickel et al., 1979; Tamyia et al., 1994). Estudos in vivo e in
vitro mostraram que a ativagao de receptores NK-1 no LC aumenta a liberacao de
noradrenalina nesse nucleo (cf. Bert et al., 2002).

Estudo recente de nosso laboratério demonstrou que uma reducido de
aproximadamente 80% de neurdnios noradrenérgicos do LC esta associada a uma
reducdo da resposta ao CO, de aproximadamente 64%, indicando que o LC
apresenta importante influéncia no controle da respiracdo durante hipercapnia
(Biancardi et al., 2008). Portanto, a atenuagao da resposta ventilatéria apds a lesao

dos receptores NK-1 observada no presente estudo, pode ter ocorrido pelo fato da
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lesao ter inibido a liberagao de noradrenalina no LC, e desta forma diminuido assim
a hiperventilacdo induzida por hipercapnia. Entretanto, no presente estudo, a leséo
dos neurbnios que expressam receptores NK-1 do LC causou uma reducido na
resposta a hipercapnia de 30%. A porcentagem de lesdo de neurdnios
noradrenérgicos do LC foi de 66% utilizando o conjugado SP-SAP, que é uma droga
especifica para receptores NK-1, porém inespecifica para tipo celular. A menor
reducdo da resposta ventilatéria a hipercapnia encontrada no presente estudo pode
ser resultante da menor capacidade de difusdo do conjugado SP-SAP comparado a
6-OHDA. De acordo com Nattie e colaboradores (2004) esse conjugado promove
lesao restrita, diferente da 6-OHDA que promove uma lesdo com distribuicdo mais
ampla (Biancardi et al., 2008). Outra possibilidade é que a SP-SAP pode ter
destruido outros tipos de células além de neurdnios noradrenérgicos. Ha evidéncias
que receptores NK-1 estdo presentes em neurbnios glutamatérgicos em algumas
areas do SNC como complexo pre-Boétzinger e rafe dorsal (Guyenet et al., 2002; Liu
et al., 2002). Estudos prévios mostraram, em adi¢gdo aos neurdnios noradrenérgicos,
a presenga de neurdnios imunorreativos para glutamato em LC de roedores (Liu et
al., 1995) embora Stornetta e colaboradores (2002) ndo demonstraram a presenca
de neurbnios glutamatérgicos nessa area. Neste contexto, estudo de nosso
laboratério demonstrou que a injecao de acido quinurénico (antagonista ionotdpico
de receptores glutamatérgicos) no LC aumenta a resposta ventilatéria a hipercapnia
(Gargaglioni et al., 2009), um efeito observado também em resposta a hipdxia
(Ferreira et al., 2004). Esses dados sugerem que o L-glutamato é um
neurotransmissor excitatorio que parece ativar uma via inibitéria no LC. Assim, SP-
SAP pode ter causado lesdo dos neurdnios glutamatérgicos do LC, impedindo um

grande decréscimo na resposta ventilatéria ao CO,, comparado aos animais tratados
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com 6-OHDA. Entretanto mais estudos devem ser realizados para comprovar esses
dados.

Além disso, neurénios GABAérgicos de regides como a substancia cinzenta
periaquedutal, rafe dorsal e bulbo ventrolateral expressam receptores NK-1
(Singewald & Philippu, 1996; Ma & Bleasdale, 2002; Wang et al., 2001). Estudos
prévios relataram a presencga de neurdnios GABAérgicos dentro do LC, entretanto,
esses neurdnios foram encontrados em pequena quantidade, aproximadamente 8%
(liima & Ohtomo, 1988) e apesar de ainda desconhecido € possivel a presenca de
receptores NK-1 nesses neurbnios. Sabe-se também que neurbnios inibitérios
GABAérgicos sado importantes na resposta a hipercapnia ja que esse estimulo
promove aumento da taxa de disparos desses neurdnios em regides como complexo
pré- Botzinger, nucleo gigantocelular reticular e nucleo caudal da rafe (Zhang et al.,
2003). Portanto, a provavel leséo desses neurdnios no LC, causada pelo conjugado
SP-SAP, pode ter atenuado o decréscimo na resposta ventilatéria ao CO;

comparado aos animais tratados com 6-OHDA (Biancardi et al., 2008).

No presente estudo, a atenuacdo na resposta ventilatéria a hipercapnia foi
devida a uma reducao no volume corrente. Recentemente também foi relatado que a
lesdo de receptores NK-1 da rafe bulbar, em ratos submetidos a 7% CO3 reduziu a
reposta a hipercapnia, tanto em ratos acordados quanto durante o sono devido a
queda do volume corrente (Nattie et al., 2004), corroborando o nosso estudo. Além
disso, em estudo anterior (Nattie & Li, 2000), a estimulacdo focal do RTN por
microdialise com CO, também promoveu um aumento na ventilagcido devido a uma
alteracao no V¢. De acordo com esses autores, o RTN fornece um input excitatério
para os neurbnios que determinam o Vc. Provavelmente, o LC pode exercer seu

efeito no V¢ por meio de projecdes para nucleos respiratérios, incluindo o RTN. E
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bem estabelecido que esta regido projeta-se para varias regides do sistema nervoso
central, e recebe aferéncias do bulbo rostral, nucleo paragigantocelular e nucleo do
hipoglosso, estruturas que estao envolvidas na regulagéo da ventilagao (Astier et al.,
1990; Aston-Jones et al., 1986; Aston-Jones et al., 1991, Pieribone & Aston- Jone,

1991).

A injegdo com SP-SAP no quarto ventriculo promoveu uma redugao de
aproximadamente 20% na Vg durante a hipercapnia que nao foi diferente do grupo
lesado (30%). Como foi citado anteriormente, Nattie & Li (2006) injetando esse
mesmo conjugado na cisterna magna observaram uma redugdo de
aproximadamente 61% na resposta ao CO,, contudo a inje¢do atingiu areas mais
ventrais e o volume da injegado foi maior do que no presente estudo (2.5-2.8 uL). No
nosso estudo, a reducdo observada quando a injegdo € realizada no 4°V foi de
apenas 20%. Essa diferenca provavelmente ocorreu devido a lesdo de receptores
NK-1 em areas excitatérias e inibitérias levando a um balanco da resposta
hipercapnica. Além disso, a dispersdo da droga pode ter sido pequena se
comparado ao estudo de Nattie & Li (2006). O NTS, que possui receptores NK-1
(Abdala et al., 2006; Lin et al., 2008), recebe importantes aferéncias relacionadas ao
controle cardiovascular e respiratorio e emite proje¢des para LC (Van Bockstaele et
al., 1999) pode estar sendo lesado também. Estima-se que aproximadamente 50%
dos neurdnios do bulbo dorsal sdo estimulados e 50% dos neurdnios s&o inibidos
pelo CO, (Huang et al., 1997). Além disso, a rafe também possui neurdnios com
respostas opostas ao CO,, apresentando neurbénios estimulados e outros inibidos
pela hipercapnia (Wang et al., 1998). Portanto, a somatéria das respostas de regides
excitatérias e inibitorias, podem ser responsaveis pela atenuacao de apenas 20% na

resposta ao CO..
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No presente estudo nao realizamos a deaferentagcdo dos quimiorreceptores
periféricos, para comprovar se a resposta € de origem central. Entretanto, Elam e
colaboradores (1981) demonstraram que a hipercapnia causa um aumento na taxa
de disparos de neurdnios do LC e a deaferentagao dos quimiorreceptores periféricos
nao altera essa resposta, demonstrando que este nucleo participa da
quimiorrecepg¢ao central. Além disso, estudo do nosso laboratério mostrou que a
lesdo de neurbnios noradrenérgicos do LC nao afeta a resposta respiratéria a
hipoxia, sugerindo que este nucleo é especificamente importante para a hipercapnia
(dados nao publicados). O RTN, considerado uma importante area quimiossensivel
(Guyenet et al., 2008), € indicado como regiao que integra informagdes centrais e
periféricas (Takakura et al., 2006). Takakura e colaboradores (2006) observaram
que estimulo do corpo carotideo aumenta a taxa de disparos dos neurbnios
glutamatérgicos do NTS comissural, os quais inervam o RTN. Entretanto, o RTN,
além de ser estimulado pelos quimiorreceptores periféricos, responde também ao
CO; central. Nattie & Li (2006), que lesaram neurbnios que expressam receptores
NK-1 no nucleo retrotrapezdide, regido A5, complexo Pré-Botzinger e rafe bulbar por
meio de injegdo de SP-SAP na cisterna magna, demonstraram a participagao

desses neurbnios na modulagéo dos quimiorreceptores periféricos (12% Oo).

Em relacdo ao controle cardiovascular, sabe-se que o LC projeta-se para
regides como o hipotalamo, NTS, nucleo motor dorsal do vago e nucleo ambiguus
(Card et al., 2006; Gann et al., 1977; McBride & Sutin, 1976; Sakai et al., 1990).
Alguns estudos sugerem que o LC modula a fungao cardiovascular em normocapnia
(Sved & Felsten, 1987; Yao et al., 1999; Yao & Lawrence, 2005). Em estudo prévio
foi demonstrado que a lesdo de neurénios noradrenérgicos do LC com 6-OHDA néao

afeta a pressao arterial e a frequéncia cardiaca basal (Biancardi et al., 2008). Esses
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dados corroboram os presentes resultados os quais mostraram que a lesdo de
neurdnios que expressam receptores NK-1 no LC nao afeta os pardmetros
cardiovasculares durante normocapnia indicando que esses neurbnios parecem nao
ter papel tdnico na pressao arterial média e na frequéncia cardiaca.

Oikawa e colaboradores (2005) mostraram que a hipercapnia promove
aumento da PAM devido a simpatoexcitacdo mediada via ativagdo de
quimiorreceptores centrais € uma queda na FC devido a uma parassimpatoexcitagao
via efeito reflexo de barorreceptores em resposta ao aumento da PAM. No presente
estudo, a PAM apresentou uma tendéncia de aumento apesar de nao ter sido
significativa entre os grupos. Entretanto, a lesdo de neurdnios com receptores NK-1,
promoveu aumento da FC. Portanto, é possivel que esses neurdnios, presentes no
LC, n&o participem do controle da PAM, contudo, participam da modulacéo da FC.

Nos animais tratados com SP-SAP, a pressao arterial durante hipercapnia foi
diferente dos niveis basais (45min). Além disso, a frequéncia cardiaca aumentou
apos hipercapnia (45min) e foi diferente do grupo controle (IgG-SAP) (45min). Desta
maneira € possivel que os neurdnios que expressam receptores NK-1 no LC estejam
envolvidos na regulagédo da frequéncia cardiaca em resposta ao CO,. Esses dados
indicam que o conjugado SP-SAP pode ter lesado outros tipos de neurdnios além
dos noradrenérgicos, ja que o padrdo de resposta do presente estudo ndo foi
observado por Biancardi e colaboradores (2008). A diferente resposta da frequéncia
cardiaca durante a hipercapnia observada entre os grupos pode ter ocorrido devido
a possivel inibicdo do controle cardiovagal induzido pela lesdo dos neurbénios que
expressam receptores NK-1 no LC. Muitos estudos mostram que o LC projeta-se
para o nucleo motor dorsal do vago e nucleo ambiguus (Card et al., 2006; Gann et

al., 1977; McBride & Sutin, 1976; Sakai et al., 1990), entretanto ainda nao esta claro
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como ocorre essa modulagao. Apesar deste fato, os resultados do presente estudo
sugerem que, enquanto o LC pode modular centralmente o controle cardiovascular,
parece nao exercer papel tdbnico no mesmo, corroborando varios estudos que
sugerem o envolvimento do LC na modulagédo do sistema cardiovascular sem que
exista papel ténico por parte desse nucleo (Murase et al., 1993; Yao et al., 1999).
Sabe-se que a regiao RVLM, importante area no controle cardiovascular
(Card et al., 2006), é rico em receptores NK-1 (Nakaya et al., 1994) presentes em
neurdnios cuja a taxa de disparos é aumentada na presenca de substancia P (Li &
Guyenet, 1997). Sabe-se ainda que o LC recebe projegcbes originadas no RVLM e
essas projegbes sdo bidirecionais (Singewald & Philippu, 1996). Portanto a leséo
dos neurbnios que expressam receptores NK-1 no LC pode ter interferido na via
entre LC e RVLM, causando taquicardia. Além disso, no grupo 4°V, pode ter ocorrido

lesdo de neurdnios da regido RVLM interferindo nessa mesma via.

No presente estudo, a hipercapnia ndo promoveu queda na Tc, corroborando
os resultados de Biancardi e colaboradores (2008). Da mesma forma, Barros e
colaboradores (2004) observaram que a hipercapnia (3 € 5% CO;) ndo promoveu
queda da Tc em roedores do cerrado brasileiro. A lesdo dos neurdnios que
expressam receptores NK-1 ndo afetou a Tc dos animais tratados com SP-SAP.
Além disso, a Tc ndo sofreu alteracado significativa durante hipercapnia nem em
normocapnia, sugerindo que esses neurdnios nao participam do controle da Tc sob
eutermia. Entretanto, ha evidéncias da participacdo do LC na termorregulagao.
Almeida e colaboradores (2004) sugerem que os neurdnios catecolaminérgicos do
LC participam de uma via neuronal termoefetora que é especificamente ativada por
pirogénios (e.g. PGE;) que induzem a termogénese produzindo a febre em condigao

subtermoneutra. Recentemente Ravanelli e colaboradores (2007) também sugeriram
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que a via do mondxido de carbono no LC tem fungao antipirética na febre induzida

por LPS.
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7. CONCLUSAO

Em resumo, o presente estudo sugere que o0s neurdnios que expressam
receptores NK-1 no LC modulam a resposta ventilatéria a hipercapnia, mas nao
apresentam papel tdnico na respiragao sob condicdes basais. Além disso, neurénios
imunorreativos para NK-1 parecem nao participar da regulagao da termorregulagao e
da pressao arterial média em condi¢cdes basais e durante hipercapnia, mas modulam
a freqliéncia cardiaca durante exposicao ao CO,. A participagao dos neurdnios que
expressam receptores NK-1, no LC, na quimiossensibilidade ao CO, pode estar
relacionada a liberagcédo de noradrenalina, ja que, grande porcentagem dos neurénios

noradrenérgicos do LC (66%) apresentam receptores NK-1.
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