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RESUMO

A exposicdo a episddios de hipoxemia seguido de reoxigenacdo, como observado na apneia
obstrutiva do sono (AOS), promove aumentos compensatorios na ventilacdo, na atividade
simpatica e na pressdo arterial (PA), por mecanismos ainda ndo completamente elucidados.
No presente estudo, exploramos 0s mecanismos centrais envolvidos nas alteracdes
cardiorrespiratdrias induzidas pela hipoxia intermitente aguda (HIA; 10 episddios 6-7% O>
por 45 s, a cada 5 min de hiperdxia) em ratos adultos (270-280 g) anestesiados com uretana
(1,2 g/Kg, i.p.) e ratos jovens (65-75 g) na preparacao in situ coracdo-tronco cerebral isolados.
Em preparacdes in situ, a HIA promoveu uma facilitacdo a longo prazo (LTF), com duragéo
de, pelo menos, 1 hora, nas atividades dos nervos frénico (PN), abdominal (AbN) e simpatico
torécico (tSN) (n=9, P<0,05). Nestes animais, observamos que o aumento da atividade tSN
ocorreu, preferencialmente, durante a fase final do ciclo expiratério, denominada de fase E-
tardia. Tal aumento da atividade simpética induzido pela HIA mostrou-se associada ao
aparecimento de disparos E-tardios na atividade AbN (padrdo de expiracdo ativa).
Considerando estudos que envolvem a participacao da serotonina (5-HT) como mediador das
alteracdes cardiorrespiratorias induzidas pela HIA, verificamos em ratos anestesiados que
microinjecOes 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
participacdo dos receptores 5-HT> do RTN/pFRG na geragéo de expiracao ativa induzida pela
HIA. Mostramos também que a ativacdo repetida dos receptores 5-HT> (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 preparacBes in situ. Interessantemente, o aumento da atividade E-tardia AbN,
induzido por DOI no RTN/pFRG, foi determinante para o desenvolvimento de hiperatividade
simpatica na fase expiratoria E-tardia (n=9, P<0,05), semelhante aquela observada em
preparaces in situ submetidas a HIA. Tal elevacdo das atividades PN, AbN e tSN ndo foram
observadas ap0s a realizacdo de microinjecdo veiculo no RTN/pFRG. O aumento nas
atividades respiratérias e simpatica promovidas pela microinjecdo de DOI no RTN/pFRG foi
associado a sensibilizacdo/facilitacdo da atividade respiratdria dependente de CO2, uma vez
que a reducdo do drive respiratdrio, por meio da exposi¢cdo a hipocapnia, aboliu a atividade
respiratoria em preparacGes in situ controle, mas ndo em preparacfes que receberam
microinjecdes de DOI (n=9, P<0,05). Ademais, mostramos que a sensibilizacdo induzida por
DOI no RTN/pFRG, na qual resulta no LTF das atividades respiratoria e simpatica, dependem
da neurotransmissdo glutamatérgica também no RTN/pFRG (n=9, P<0,05), uma vez que
microinjecdes de &cido quinurénico (antagonista dos receptores glutamatérgicos) foram
capazes de reverter o LTF respiratério e simpatico. De fato, a neurotransmissdo
glutamatérgica é essencial para a geracdo do padrdo expiratdrio, em resposta a hipercapnia,
uma vez que o microinjec¢des de &cido quinurénico no RTN/pFRG de ratos controle, durante a
exposicao a hipercapnia, elimina os disparos E-tardios na atividade simpética e abdominal de
preparagdes in situ. Em conjunto, nossos resultados sugerem uma interacdo importante entre
0S mecanismos serotoninérgicos e glutamatérgicos no RTN/pFRG, na qual parece ser
determinante para o aparecimento do padrdo de expiracdo ativa e aumento da atividade
simpatica apos a exposicao a HIA. Nossos dados sugerem que a ativacdo dos receptores 5-
HT. do RTN/pFRG modula a excitagdo das células quimiossensiveis desta regido, mediante
facilitacdo de mecanismos glutamatérgicos.

Palavras-chave: Expiracdo Ativa, RTN, Atividade simpatica, Serotonina.



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% O, 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-HT> antagonist) microinjections in the RTN/pFRG in anesthetized rats, during
AIH exposure, prevented the increase in abdominal motor activity (ABD) evoked by AlH
(n=5, P<0.05), indicating the involvement of 5-HT> receptor of RTN/pFRG in the generation
of active expiration induced by AIH. We also showed that repeated activation of 5-HT>
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 CO»-
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-HT> receptors in the
RTN/pFRG modulates the excitation of central chemoreceptors of this area, through
sensitization/facilitation of glutamatergic mechanisms.

Keywords: Active expiration, RTN, Sympathetic activity, Serotonin.
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1. INTRODUCAO

A manutencdo dos niveis das pressfes parciais de oxigénio (Oz2) e de dioxido de
carbono (CO.) no sangue arterial, dentro de uma faixa estreita de variagdo, € essencial a vida
(LAHIRI et al., 2006). Em situacbes de hipdxia, hipercapnia ou isquemia, respostas
cardiorrespiratorias sdo desencadeadas a fim de restaurar as pressdes parciais dos gases
sanguineos aos seus valores adequados. Tais ajustes neurovegetativos sdo deflagrados pela
ativagdo de células sensiveis as variagdes de CO2/pH (quimiorreceptores centrais, presentes no
tronco cerebral) e de O> do sangue arterial (quimiorreceptores perifericos, localizados
principalmente nos corpusculos carotideos e arco aortico), desencadeando respostas de aumentos
na pressao arterial, dependente de um aumento da atividade simpética, e na ventilagdo minuto
(BARROS et al., 2002; MOREIRA et al., 2006). A compreensdo dos mecanismos neuroquimicos
envolvidos no processamento das respostas cardiorrespiratérias reflexas a falta de O2 ou excesso
de CO; € importante, visto que estes podem contribuir para o desenvolvimento ou progressdo de
importantes condi¢des patoldgicas, tais como a doenga pulmonar obstrutiva cronica, sindrome da
hipoventilacdo congénita, insuficiéncia cardiaca, apneia obstrutiva do sono e hipertensdo arterial
(DAMPNEY, 1994; SCHULTZ; LI, 2007; ABDALA et al., 2012).

A respiracdo é um dos ritmos perpétuos nos seres vivos, o qual da suporte, do ponto de
vista metabdlico, a todos os processos fisioldgicos do organismo (RICHTER; SMITH, 2014).
Um estudo pioneiro de SMITH et al. (1991), no que diz respeito a geracdo do ritmo respiratdrio,
identificou, em fatias do tronco cerebral de um rato, que neurdnios da regido ventral do bulbo
apresentavam potencias de acdo de forma espontanea, ritmica e regular, a qual estava
intimamente associada com a atividade inspiratoria registrada no nervo hipoglosso. Estudos
posteriores mostraram que tais neurdnios auto despolarizantes ou marca-passo perfaziam a
regido denominada de complexo pré-Botzinger (pré-BotC) (SMITH et al., 2000; JOHNSON,;
KOSHIYA; SMITH, 2001; DEL NEGRO et al., 2002). Evidéncias experimentais mostram que
esta capacidade auto despolarizante nos neuronios inspiratorios do pré-BotC é gerada pela
presenca de canais persistentes de sddio (Nap), 0s quais sdo 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 potassio (Kieak), relacionados ao
termino do disparo inspiratério e, consequentemente, controlam a frequéncia de disparo
(BUTERA; RINZEL; SMITH, 1999; KOIZUMI et al., 2010). Tem sido proposto também que a
presenca de correntes catibnicas nao-seletivas ativadas por célcio (Ican) aumentem a amplitude
do disparo inspiratorio gerado pelos neurdnios do pré-BotC (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 preparagdes in situ que tiveram o tronco cerebral seccionados em

varios niveis, mostram que a secc¢do caudal da regido do pré-BotC foi determinante em abolir a
atividade inspiratdria registrada pelo nervo frénico, demonstrando, de fato, a vital importancia
destes neurdnios na geracéo do ritmo respiratdrio. Nesse sentido, estas informacdes sugerem que
0s neurdnios do pre-BotC dettm um mecanismo celular especializado capaz de promover a
geracdo do ritmo respiratorio (RICHTER; SMITH, 2014). No entanto, o controle neural da
atividade respiratdria parece ser muito mais complexo do que simples repeticdo de um evento
automatico que resulta na inspiracao e expiracao.

Por outro lado, a geracdo da atividade motora respiratdria parece ser desempenhada por
uma atividade coletiva e coordenada entre populacdes neuronais localizados em distintos nlcleos
do tronco cerebral (RUBIN et al., 2011; RICHTER; SMITH, 2014). Evidéncias anteriores
sugerem que a geracdo do padrdo respiratorio basal ocorra na regido denominada de coluna
respiratoria ventral (CRV), a qual pode ser dividida funcionalmente em 4 grupos distintos,
sentido rostro-caudal: i) complexo Bétzinger (BOtC, interneurdnios expiratorios); ii) complexo
pré-Botzinger (pré-BotC, interneurdnios inspiratorios, células marcapasso); iii) grupo
respiratorio ventral rostral (rVRG, neurdnios bulbo-espinhais inspiratérios); e iv) grupos
respiratério ventral caudal (cVRG, neurbnios bulbo-espinhais expiratorios) (ZHENG;
BARILLOT; BIANCHI, 1991; BIANCHI; DENAVIT-SAUBIE; CHAMPAGNAT, 1995;
BIANCHI; GESTREAU, 2009). Tais neurdnios respiratérios da CRV parecem interagir entre si
a fim de gerar, de forma sincronizada, o comando para os musculos inspiratorios e expiratorios
(RICHTER, 1982; RICHTER; SMITH, 2014). Sugere-se que a interacdo sinaptica entre 0s
diferentes tipos de neurdnios expiratorios do B6tC com os neurdnios inspiratérios do pré-BotC
formem uma rede inibitéria mutua ou “anel inibitério”, o qual parece ser determinando nos
processos de iniciacdo, padréo e termino da inspiracdo (RICHTER; BALLANTYNE;
REMMERS, 1987; ABDALA; PATON; SMITH, 2015; MARCHENKO et al., 2016). Além
disso, estudos recentes mostram que outros grupamentos respiratorios também séo importantes
para a geracdo da respiracdo, como por exemplo o grupo respiratério pontino, localizado na
superficie dorsal da ponte e composto pelos nuclos Parabraquial (NPB) e Kolliker-Fuse (KF), o
grupo respiratorio dorsal (localizado na superficie dorsal do bulbo e sobreposto ao nucleo do
trato solitario), os nucleos da Rafe, o grupamento respiratorio parafacial (pFRG) e os neur6nios
quimiossensiveis do Locus Coerulleus (LC) e do nucleo retrotrapezoide (RTN) (SMITH et al.,
1991; RICHTER; SMITH, 2014). A interacdo dessas areas respiratdrias pontinas e bulbares com

0s neurbnios do pré-BotC iniciam uma série de atividades coordenadas entre neurbnios
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inspiratorios e expiratorios, a fim de formar o padrao respiratorio normal ou “eupnéico” (ST -
JOHN; PATON, 2003; SMITH et al., 2007; ABDALA; PATON; SMITH, 2015).

Sabe-se que o padrdo respiratorio eupnéico, em mamiferos, é constituido de uma fase
inspiratoria e de duas fases expiratorias [E1 ou pos-inspiracdo (P-1) e E2 ou expiracao tardia]
(MERRILL, 1981; RICHTER, 1982; SMITH et al., 1991). A inspiracdo corresponde ao disparo
do nervo frénico (Phrenic nerve — PN, o qual inerva o diafragma), que inicia de forma crescente
e encerra abruptamente sua atividade (ST -JOHN; PATON, 2003). Imediatamente apds a
inspiracdo, temos a fase P-lI, que representa a chamada expiracdo "passiva”, a qual controla
musculos adutores das vias aéreas superiores, como 0 musculo tiroaritendideo (TA),
proporcionando um freio mecénico do fluxo de ar expiratorio e permitindo maior tempo de troca
gasosa nos pulmdes (SMITH et al., 2007; MORAES; MACHADO, 2015). A segunda fase da
expiracdo, ou fase E2, corresponde a um momento de pausa expiratéria, em condicBes de
repouso (ST -JOHN; PATON, 2003; RICHTER; SMITH, 2014). No entanto, evidéncias
experimentais recentes obtidas em preparacgdes in situ mostram que, em condic¢Oes de desafios
metabolicos como hipercapnia ou hipdxia, um padrdo respiratério com geracdo de expiracdo
ativa pode ser observado, com o aparecimento de disparos na atividade motora abdominal
durante a fase E2, preferencialmente na porcéao final desta fase, denominada de fase expiratdria
tardia (E-tardia) (ABDALA et al., 2009; LEMES et al., 2016).

Feldman et al. (2013) propbe que a geracdo de um padrdo expiratorio ativo seja
originado por um segundo oscilador respiratorio, especifico para o controle da atividade
expiratoria, o qual estaria localizado numa regido rostral a CRV denominada de nucleo
retrotrapezoide/grupo respiratorio para fascial (RTN/pFRG). De fato, evidéncias recentes
mostram que a regido do grupo respiratorio parafacial (pFRG), anatomicamente co-localizada
com o RTN (comumente denominada de RTN/pFRG), detém neurbnios expiratorios
condicionais, 0s quais sdo silentes em repouso (normdxia/normocapnia), mas disparam
ritmicamente, durante a fase E-tardia, em condicGes de hipercapnia e hipoxia (ABDALA et al.,
2009; PAGLIARDINI et al., 2011; MORAES et al., 2012). Sugere-se que tais neurdnios do
RTN/pFRG fornegam inputs excitatorios para os neurénios pré-motores expiratorios da CRV e
gerem disparos ritmicos na atividade motora abdominal durante a periodo final da expiracdo — E-
tardia (MOLKOQV et al., 2011; HUCKSTEPP et al., 2015). Nesse sentido, um estudo recente de
Silva et al. 2016, usando marcagdo anterdgrada com aminodextrano biotinilado (BDA),
identificou densas projecGes excitatorias dos neurénios glutamatérgicos do RTN/pFRG para 0s
neurdnios pré-motores expiratorios do cVRG, as quais estdo de acordo com o conceito que 0

RTN/pFRG regula a atividade expiratéria. Além disso, estudos do nosso grupo mostram que a
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inibicdo do RTN/pFRG com muscimol (agonista GABAA) promove aboli¢do da expiragéo ativa
induzida por hipoxia (LEMES et al., 2016).

Estudos recentes descrevem que contracbes abdominais geradas durante a fase
expiratoria, observadas em animais expostos a hipercapnia, sd0 um importante mecanismo
reflexo que contribui para o aumento da frequéncia respiratéria e/ou volume corrente (JENKIN;
MILSOM, 2014; LEMES; ZOCCAL, 2014). Um estudo de Pagliardini et al. (2011), realizado
em ratos anestesiados, mostrou que a microinjecdo de bicuculina e estricnina (antagonista dos
receptores para GABA e glicina, respectivamente) no RTN/pFRG promoveram a geracdo de
disparos expiratérios E-tardios na musculatura expiratéria abdominal (ABD). Este estudo, em
conjunto com observacdes de Molkov et al. (2010), sugere a presenca de inputs inibitorios para o
RTN/pFRG. Evidéncias experimentais sugerem que tais projecdes inibitorias sobre a atividade
dos neurdnios do RTN/pFRG sejam provenientes do B6tC, como também do ndcleo do trato
solitario (NTS), sendo esta Gltima provavelmente ativada pelas aferéncias excitatorias vindas dos
receptores de estiramento pulmonar, ativadas em todos os ciclos respiratorios (TAKAKURA et
al., 2007; RICHTER; SMITH, 2014). Dessa forma, ha o conceito de que, em condi¢des de
repouso, a atividade dos neurdnios do RTN/pFRG permaneca sob constante inibicdo, o que é
condizente com a atividade expiratoria passiva, mas que em situagdes nas quais ocorrem
aumento na concentracdo plasmética de CO ou reducédo de O, esta inibi¢do torne-se reduzida e
estes neurdnios passam a gerar o padrdo expiratério ativo (PAGLIARDINI et al., 2011;
FELDMAN; DEL NEGRO; GRAY, 2013; BARNA; TAKAKURA; MOREIRA, 2014). Sabendo
que os neurbnios quimiossensiveis do RTN/pFRG expressam um fator de transcricdo 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
inibitdrio para alatostatina nas células Phox2B, mostrou que a inibi¢éo seletiva destes neurénios
abole a resposta expiratdria induzida por hipercapnia. Em conjunto, estes dados mostram que, o
RTN/pFRG, e o0s seus neur6nios Phox2b positivos, sdo determinantes para a geracdo de um
padrdo respiratério com expiracao ativa (PAGLIARDINI et al., 2011; HUCKSTEPP et al.,
2015).

Estudos recentes sugerem que 0s neurdnios expiratérios do RTN/pFRG residam a
porcdo mais lateral deste nucleo (MARINA et al., 2010; PAGLIARDINI et al., 2011). Em
contrapartida, os neurénios localizados na por¢do medial do RTN, e que sdo Phox2B positivos,
estédo envolvidos com a quimiorrecepgdo central propriamente dita visto que a atividade destes
neurbnios € dependente da PaCO./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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0s neurdnios quimiossensiveis do RTN respondem com aumento da frequéncia de disparos de

potenciais de acdo durante situagdes de aumento de CO. ou reducdo no pH plasmaético
(MULKEY et al., 2004; GUYENET; STORNETTA; BAYLISS, 2010), promovendo inputs
excitatorios que regulam a atividade respiratdria (L1; NATTIE, 2002). Tais projecOes excitatorias
do RTN sdo direcionadas, principalmente, para 0s neurdnios respiratérios da coluna respiratdria
ventral, incluindo o pré-BotC, afim promover respostas ventilatorias que restaurem os niveis de
CO> e pH plasméatico (BOCHORISHVILI et al., 2012; TAKAKURA et al., 2014). De fato, um
estudo anterior de Takakura et al. (2006) demonstrou que microinjecdes bilaterais de muscimol
no RTN de ratos anestesiados produziram parada respiratoria devido a remocao do drive ténico
excitatorio, dependente de CO. Adicionalmente, a lesdo seletiva dos neurdnios
guimiossensiveis, mediante injecdo de saporina no RTN, promove reducdo da resposta
respiratéria ao CO2 (NATTIE; LI, 2002; TAKAKURA et al., 2014), a qual, por sua vez, é
incompativel 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 neurdnios do RTN, depende da ativacdo de receptores GPR4 ativados por
préton e de canais de potassio sensivel ao pH (TASK-2), uma vez que a delecdo génica destas
proteinas suprime a capacidade de deteccdo ao CO2 ou pH (BAYLISS et al., 2015; KUMAR et
al., 2015). Interessantemente, além da resposta ventilatéria, 0 RTN também parece ser
importante em promover aumento da atividade simpatica eferente, o que corresponde a resposta
quimiorreflexa classica de aumento da ventilacdo e simpato-excitacdo frente a situacdes de
hipercapnia ou hipéxia (GUYENET, 2006, 2014; MOLKOQV et al., 2011).

A atividade eferente simpética, por sua vez, é gerada por meio da integracdo de nucleos
localizados no tronco cerebral e no hipotdlamo, os quais, coletivamente, sdo denominados de
sistema nervoso simpatico (DAMPNEY, 1994). Estudos sugerem que neurdnios localizados na
superficie rostral ventrolateral do bulbo (rostral ventrolateral medulla, RVLM) parecem ser
determinantes na geracdo da atividade simpatica, uma vez que estes sdo a principal fonte de
excitacdo dos neurdnios pré-ganglionares da coluna intermediolateral da medula espinhal e a
inibicdo daquela regido promove uma grande reducdo da atividade simpatica e da pressao arterial
(ROSS et al.,, 1984b). Ainda que os neurdnios pre-simpaticos do RVLM parecam gerar
potenciais de acdo de forma esponténea, pelo menos in vitro (SUN et al., 1988), evidéncias in
vivo sugerem que a atividade simpatica basal é gerada pela modulacdo da atividade dos
neurdnios do RVLM por aferéncias provenientes de outros grupamentos neuronais presentes
(LIPSKI et al., 1996), principalmente dos interneurdnios GABAérgicos localizados na regido
caudal ventrolateral do bulbo (caudal ventrolateral medulla, CVLM) (SCHREIHOFER;
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GUYENET, 2003). Esses interneurdnios inibitérios do CVLM recebem projecbes dos
neurénios do nucleo do trato solitario (NTS), localizado na porcéo dorsomedial do bulbo, o qual,
por sua vez, recebe as informacbes provenientes dos barorreceptores arteriais e dos
quimiorreceptores periféricos (BAILEY et al., 2006). Outros nucleos do tronco cerebral, como
0s nucleos da rafe, a area pressora caudal, a &rea A5 e o Nucleo Parabraquial, assim como 0s
ndcleos hipotalamicos, como o ndcleo Paraventricular e o hipotadlamo dorsomedial, também
enviam projecdes para 0s neurdnios do RVLM e, dessa forma, também participam da regulacao
da atividade eferente simpatica (DAMPNEY, 1994). Portanto, ainda que os neurénios do RVLM
apresentem uma funcdo central, o tdnus simpatico vasomotor responsavel por manter os niveis
da pressdo arterial em valores adequados é gerado por uma complexa rede neuronal (ZOCCAL;
PATON; MACHADO, 2009; MALPAS, 2010).

Apesar dessa natureza tonica, registros diretos de diferentes nervos simpaticos
demonstram que a atividade simpatica é composta de varios conjuntos de potenciais (bursts) que
exibem distintos padrbes ritmicos de despolarizacdo (BARMAN; GEBBER, 1980; MALPAS,
2010). Parte da ritmicidade do nervo simpatico apresenta-se correlacionada ao ciclo respiratério.
A sincronizacdo da atividade simpatica vasoconstritora com a respiracdo caracteriza-se por
aumentos fasicos durante o periodo inspiratério (coincidente com o disparo do nervo frénico),
com picos de atividade durante a fase final da inspiracdo / inicio da expiracdo (ou pOs-
inspiracdo) (MALPAS, 1998, 2010; ZOCCAL; PATON; MACHADO, 2009). Dessa forma,
sugere-se que 0 sistema respiratorio seja um importante fator modulador do sistema nervoso
simpatico por ser capaz de induzir oscilac@es ritmicas na atividade eferente simpatica (GILBEY;
NUMAO; SPYER, 1986; NUMAO et al., 1987). De fato, estudos demonstram a existéncia de
uma complexa rede de interacdo entre os neur6nios geradores da atividade simpatica e 0s
neurdnios responsaveis pela geracdo do padrdo e do ritmo respiratério (BARMAN; GEBBER,
1980; SUN et al., 1997; ZOCCAL et al., 2008; MOLKOV et al., 2011).

A interacdo ou acoplamento entre 0s neurdnios simpaticos e respiratorios parece
ocorrer, principalmente, ao nivel da superficie ventral do bulbo (NUMAO et al., 1987;
MALPAS, 1998; ZOCCAL; PATON; MACHADO, 2009; MOLKOV et al, 2011).
Anatomicamente, os neurénios do RVLM e do CVLM encontram-se co-localizados com 0s
neurdnios respiratorios da CRV (SMITH et al., 1991, 2007; ZOCCAL; PATON; MACHADO,
2009). Funcionalmente, os neurénios do RVLM (Haselton & Guyenet 1989; Moraes et al. 2013),
como também os interneurénios do CVLM (MANDEL; SCHREIHOFER, 2006), apresentam
padrdes de atividade acoplados ao ciclo respiratorio. Nesse sentido, evidéncias experimentais

indicam que 0s neurdnios respiratorios da coluna respiratoria ventral, bem como 0s neurdnios
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inspiratorios e expiratorios localizados no NPB e KF (MORSCHEL; DUTSCHMANN, 2009)

estabelecem contatos sinapticos com os neurdnios do RVLM e CVLM (BAEKEY:; DICK;
PATON, 2008; MOLKOV et al.,, 2011) e modulam a atividade simpatica a cada ciclo
respiratorio.

Embora o significado fisiolégico do acoplamento entre as atividades simpatica e
respiratéria ndo esteja completamente elucidado, estudos sugerem que esse parece Ser um
importante mecanismo para: i) otimizar os processos de ventilacdo pulmonar e perfusédo
sanguinea, aumentando a eficiéncia de captacdo de oxigénio (ZOCCAL; PATON; MACHADO,
2009; SIMMS et al., 2010); ii) permitir o processamento dindmico e integrado de ajustes
cardiovasculares e respiratérios em reposta a alteracdo dos gases sanguineos, assim como
observado em condicdes de hipoxia (DICK et al.,, 2004; COSTA-SILVA; ZOCCAL;
MACHADO, 2010) ou hipercapnia (MOLKOQV et al., 2011). Esse ultimo envolve a participacdo
de quimiorreceptores periféricos e centrais, respectivamente, 0s quais monitoram,
continuamente, os niveis de Oz e CO2 no sangue arterial. Os quimiorreceptores periférico séo
células especializadas na deteccdo das alteragdes nos niveis de O, e, em menor grau, COa,
presentes principalmente na bifurcacdo das cardtidas em estrutura denominada de corpusculo
carotideo e no arco aortico (LAHIRI et al., 2006). A estimulagdo dos quimiorreceptores
periféricos, deflagra potenciais de acdo que sdo conduzidos ao sistema nervoso central e
estabelecem contatos sindpticos com o0s neurbnios do NTS, os quais, por sua vez, Sdo
responsaveis por transmitir, em condi¢bes de hipdxia, estimulos excitatérios para nucleos
pontinos, RVLM, CVLM e CRV, acarretando no aumento da atividade simpatica e bradicardia
acoplado ao aumento da respiragdo (DICK et al., 2004; COSTA-SILVA; ZOCCAL;
MACHADO, 2010). Em relacdo aos quimiorreceptores centrais, estes estdo presentes em Varios
nucleos do tronco cerebral, incluindo o NTS (NATTIE; LI, 2008), nucleos da Rafe (TAYLOR,;
LI; NATTIE, 2005) e o LC (GARGAGLIONI; HARTZLER; PUTNAM, 2010). Entretanto,
evidéncias experimentais mostram RTN/pFRG parece exercer um papel dominante na
quimiorrecepcdo central (GUYENET; STORNETTA; BAYLISS, 2008), excitando, em
condicBes de hipercapnia, os neurénios da CRV e do RVLM e desencadeando as respostas
simpaticas e respiratorias integradas (MOREIRA et al., 2006; BARNETT et al., 2016).

Ainda que separados anatomicamente, existem evidéncias de que 0s quimiorreceptores
periféricos podem interagir com o0s quimiorreceptores centrais e influenciar a magnitude das
respostas cardiorrespiratérias a hipercapnia. Estudos neuro-anatdmicos constataram que 0S
quimiorreceptores periféricos fazem sinapses com neurbnios do NTS que, por sua vez,

estabelecem conexfes com o0s neur6nios quimiossensiveis RTN (TAKAKURA et al., 2006),
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demonstrando, portanto, uma via de conexdo 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 estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos com hipoxia, ou a sua inibicdo com
hiperéxia, aumentou ou diminuiu, respectivamente, o ganho do quimiorreflexo central. Em
conjunto, esses estudos demonstram que as respostas cardiovasculares e respiratorias a
hipercapnia sdo, de fato, profundamente moduladas pelas informacGes provenientes dos
quimiorreceptores periféricos.

Além do seu papel fisioldgico, a interacdo entre os quimiorreceptores periféricos e
centrais parece ter implicagdes fisiopatoldgicas 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 exposicdo aos repetitivos episddios de apneia acarreta no aparecimento de
importantes efeitos deletérios no sistema cardiovascular, incluindo o desenvolvimento da
hipertensdo arterial decorrente, principalmente, de um aumento da atividade simpética basal
(SOMERS et al., 1995). Ainda que pacientes com AOS possam apresentar outras morbidades
que também interfiram com os mecanismos de controle da pressdo arterial, como obesidade e
sindrome metabolica (DEMPSEY et al., 2010), ha evidéncias indicando que a exposicdo a
hipoxia intermitente (HI), que mimetiza a AOS, parece ser um dos principais fatores que
promovem o aumento persistente da atividade simpatica e da pressdo 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 simpatico ainda ndo estdo
elucidados.

Estudos conduzidos em modelos experimentais mostraram que a exposi¢cdo a Hl,
isoladamente, promove um aumento da pressao arterial acompanhado de uma hiperatividade do
sistema nervoso simpatico (ZOCCAL et al., 2008, 2009). Em preparagdes in situ descerebradas e
artificialmente perfundidas, foi verificado que ratos submetidos a HI por 10 dias apresentaram
uma maior atividade do nervo simpatico tordcico associado a modificacbes no padréo
respiratorio (ZOCCAL et al., 2008). Nesse estudo, verificou-se que 0 nervo simpatico de ratos
HI apresentou niveis elevados de atividade especialmente durante a fase expiratéria (ZOCCAL
et al., 2008). Tais niveis elevados da atividade simpatica de ratos HI durante a fase expiratoria
estavam intimamente correlacionados com o aparecimento de bursts na atividade expiratoria
abdominal durante a mesma fase respiratoria (ZOCCAL et al., 2008; MOLKOV et al., 2011).

Além disso, foi verificado que a reducdo da atividade respiratoria (por meio da exposi¢do a uma
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baixa pressdo parcial de COy) foi capaz de abolir os bursts de atividade nos nervos abdominal e
simpatico de ratos expostos a Hl, restabelecendo o padrdo respiratdrio normal e normalizando o
padrdo de acoplamento simpatico-respiratorio (MOLKOV et al., 2011). Em conjunto, esses
resultados indicam que a exposicdo a HI promove alteracGes significativas nos mecanismos
centrais de geracdo do padrdo respiratério, acarretando no aparecimento de um padrdo de
expiragdo forcada (verificado pelo aumento da atividade motora abdominal). Como
consequéncia, por meio dos mecanismos de acoplamento simpatico-respiratorio, as alteracées no
padrdo expiratério central acarretam em uma maior modulacdo excitatoria sobre 0s neurdnios
pré-simpéaticos do RVLM, promovendo o aumento da atividade simpdtica durante a fase
expiratéria (MOLKOV et al., 2011; MORAES et al., 2013).

Alteracbes no padrdo de acoplamento simpatico-respiratorio em resposta a 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 exposi¢do 10 episodios de 8% de O», a cada 5
min, induz um aumento persistente e acoplado nas amplitudes dos disparos dos nervos frénico e
simpatico, indicando que a HI aguda (HIA) intensifica o acoplamento simpatico-respiratério e
promove 0 aumento da atividade simpatica. Por outro lado, (XING; PILOWSKY, 2010)
mostram que o independente das alteragdes na atividade do nervo frénico. Estudos do nosso
grupo mostram que ratos anestesiados e submetidos a HIA (10 episddios de 7% O», a cada 5
min) apresentam, de forma consistente, uma elevagdo dos niveis da pressdo arterial associada a
um aumento evidente nas amplitudes das contracbes dos musculos abdominais obliquos
(LEMES et al., 2016). Em conjunto, esses achados mostram que a HI, tanto crénica como aguda,
promove alteracOes significativas nos mecanismos de acoplamento entre as atividades
expiratoria e simpatica, induzindo aumentos na atividade simpética e da pressdo arterial basais.

Estudos recentes mostram que ratos submetidos a HI apresentam um menor liminar
apnéico em resposta a hipocapnia, indicando que as modificacdes simpaticas e respiratorias a HlI
estdo associadas a uma sensibilizacdo dos quimiorreceptores centrais (MOLKOV et al., 2011).
Por meio de estudos utilizando modelos matematicos, sugere-se que o RTN parece desempenhar
uma relevante funcdo na indugdo das alteracBes simpaticas e expiratdrias induzidas pela Hl
(BARNETT et al., 2016), uma vez que tal nucleo contém neurbnios glutamatérgicos
(HOLLOWAY et al., 2015) importantes para a quimiorrecepcdo central e simpato-excitacao
(GUYENET; STORNETTA; BAYLISS, 2008), e neurbnios expiratorios envolvidos na geracao
do padrdo motor de expiracdo ativa (JANCZEWSKI; FELDMAN, 2006; PAGLIARDINI et al.,
2011). De fato, verificamos em animais anestesiados que a inibicdo farmacoldgica do

RTN/pFRG com muscimol foi capaz de abolir os aumentos da atividade motora expiratoria e da
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pressdo arterial induzidos pela HI (LEMES et al., 2016). Esses resultados mostram que o0s
neurénios do RTN/pFRG é uma importante regido que contribui para as alteracdes no padrdo
expiratorio e no aumento da atividade simpatica em resposta a HI. Contudo, 0s mecanismos
celulares e neuroguimicos responsaveis por tais alteracdes associadas a HI ainda ndo foram
elucidados.

H& evidéncias da presenca de importantes fatores neuromoduladores nessa regido do
RTN/pFRG que interferem com a atividade desses neurénios, tais como a serotonina (MULKEY
et al., 2007). Estudos recentes mostram que a 5-HT agindo sobre 0s neurdnios quimiossensiveis
do RTN promove inibicdo do canal de potéassio sensivel a voltagem (KCNQ), como um
mecanismo aditivo na acdo quimiorreceptora, bem como, promove a ativacdo 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 hiperpolarizacdo e por ligantes
nucleotideos ciclicos (HCN), os quais sdo modulados positivamente pela ativagdo dos receptores
5-HT e também contribuem para a quimiorrecepcao central (HAWKINS et al., 2015). Estudos
eletrofisiologicos demonstram que a aplicacdo de 5-HT apresenta um efeito excitatdrio sobre os
neurdnio do RTN, acarretando em um aumento da sensibilidade ao CO2 dos seus neur6nios por
um mecanismo independente da deteccao de alteracdes 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 quimiossensiveis do RTN/pFRG
induzida pela exposicdo a HI. Além disso, a 5-HT ja tem sido sugerida na literatura estar
envolvida na plasticidade da rede respiratoria neural induzida por HI (BAKER; MITCHELL,
2000). Estudos anteriores mostram que a ativacdo dos receptores serotoninérgicos, durante o0s
episodios de HI, promove um aumento compensatério e persistente, denominado de facilitacéo a
longo prazo (long-term facilitation - LTF) na atividade motora inspiratéria (tanto no hipoglosso
como no nervo frénico) (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 extensdo na frequéncia respiratoria (TURNER; MITCHELL, 1997). O LTF na atividade
respiratoria ja foi observado em varias 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 geracao
do LTF na atividade respiratoria parece decorrer da ativacdo repetida dos receptores
serotoninérgicos, e ndo apenas Unica (BAKER; MITCHELL, 2000). Experimentos de
(MACFARLANE; MITCHELL, 2009) em ratos anestesiados e sem uso da HI mostrou que 3

aplicacdes repetidas de 5-HT na regido do nucleo motor frénico, presente na porcéo cervical da
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medula espinhal, a cada 5 min, promoveram LTF na atividade do nervo frénico, semelhante

aquela observada em animais expostos a HIA (MACFARLANE; MITCHELL, 2009). Estes
dados indicam que a 5-HT exerce um importante efeito plastico na excitabilidade neuronal
relacionada na HI.

Além do LTF respiratdrio, a ativagcdo dos receptores serotoninérgicos, especificamente
o0s do tipo 5-HT>, também estdo envolvidos no LTF observado na atividade simpaética, haja visto
que o bloqueio sisttmico com o antagonista ketanserina preveniu o aumento da presséo arterial
em animais expostos a HIA (DICK et al., 2007; XING; PILOWSKY, 2010). Ademais, estudos
do nosso laboratério (LEMES et al., 2016) mostram que injecOes repetidas e bilaterais de 5-HT
no RTN/pFRG (1mM, 3x, 5 min de intervalo entre as injecGes) de ratos anestesiados promovem
um expressivo aumento da atividade motora expiratoria, ainda que estivessem mantidos em
condi¢des de normocapnia. Tal aumento ndo foi observado apds microinjecdes Unicas de 5-HT
no RTN/pFRG, indicando que as alteracBes plasticas expiratorias induzidas pela 5-HT no
RTN/pFRG dependem, em parte, de um padréo ativacdo repetida/intermitente. Em conjunto,
esses dados mostram que a 5-HT, atuando sobre os neurbénios do RTN/pFRG, é capaz de
promover a geracdo da expiracdo ativa de forma independente de modificacbes na PaO; e
PaCO,. Contudo, ainda ndo foi avaliado o papel dos mecanismos serotoninérgicos,
especialmente ao nivel do RTN/pFRG, sobre as alteracdes simpaticas e expiratdrias induzidas
pela HI, e o possivel mecanismo pelo qual a 5-HT pode promover a geracdo da expiracao ativa.

Nesse sentido, considerando o conjunto de informacgdes apresentado anteriormente, as
hipteses do presente trabalho séo: i) a HIA promove alteracbes no padrdo respiratorio e
simpatico em condig¢des basais (po6s HIA); ii) a modificacdo do padrdo simpatico-respiratorio
envolve a geracdo de expiracdo ativa, sendo esta mediada pela ativacdo de receptores 5-HT> no
RTN/pFRG durante os eventos hipoxicos, por um mecanismo de sensibilizacdo dos neurdnios
qguimiossensiveis; iii) a geracdo do padrdo expiratério depende de dois tipos celulares do
RTN/pFRG, neurdnios sensiveis as variacdo da PaCO2; e neurdnios expiratorios ndo sensiveis as
variacdes da PaCOg; e iv) a ativacdo 5-HT> no RTN/pFRG durante a HIA, contribuird para o
aumento da atividade dos neurbnios do RTN/pFRG via modulacdo da neurotransmissao

glutamatérgica.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os mecanismos envolvidos na geracdo do padrdo de expiracdo ativa em animais

controle e em animais expostos a HIA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar o padrdo expiratério e as alteracbes no acoplamento simpato-respiratorio de
preparacdes in situ submetidas a HIA,

2) Avaliar o efeito do antagonismo seletivo dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT»
do RTN/pFRG durante a HIA sobre as alteracBes cardiorrespiratorias em ratos
anestesiados;

3) Verificar a participacdo da neurotransmissdo glutamatérgica do RTN/pFRG na geracéo
de expiracdo ativa e simpato-excitacdo em animais controle expostos a hipercapnia,
utilizando a preparacéo in situ;

4) Auvaliar o efeito de microinjecdes repetidas do agonista seletivo dos receptores 5-HT2 no
RTN/pFRG sobre as atividades dos nervos frénico, abdominal e simpatico de preparacfes
in situ;

5) Verificar o efeito da ativacao repetida dos receptores 5-HT> do RTN/pFRG sobre o limiar
apnéico em preparagoes in situ;

6) Avaliar o efeito do antagonismo dos receptores glutamatérgicos ionotrépicos do
RTN/pFRG sobre o padrdo das atividades simpatica e respiratéria apds microinjecoes

repetidas do agonista dos receptores 5-HT> RTN/pFRG de preparacdes in situ;
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3. MATERIAIS E METODOS

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 laboratério de Fisiologia, FOAr/UNESP. Os animais foram alojados em
gaiolas coletivas, dispostos em nimero de 8 animais adultos por caixa ou 15 animais jovens por
caixa, com &gua e racdo ad libitum e ciclo claro-escuro 12:12 h (inicio as 07:00h). Todos os
protocolos experimentais realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica 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 paréametros
cardiovasculares.

Inicialmente, os animais receberam injecdo intraperitoneal de uretana (1,2 g/Kg; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), pH 7.4 (ajustado com bicarbonato de sédio). A anestesia foi
constatada como eficaz na auséncia dos reflexos corneal e de retirada, bem como auséncia de
alteracOes cardiorrespiratdrias ao pincar a pata do animal. Uma dose suplementar do anestésico,
de 10-20% da dose inicial, foi administrada quando necessario. Apdés a certificacdo da anestesia,
os animais forma posicionados em decubito dorsal em uma mesa cirargica apropriada. Em
posicdo anatdmica, uma inciséo foi realizada na regido da virilha (seguindo a linha do joelho e
imediatamente antes da pelve) do animal e os tecidos cutaneo e subcutaneo 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 administragédo (1 mL/h) de solugéo ringer
(em mM: NaCl, 125; NaHCOs, 24; KCI, 5; CaCl, 2.5; MgSOs, 1.25; KH2PO4, 1.25; Glicose,
10), sendo esta solucédo aerada previamente com carbogénio (95% de Oz e 5% de CO»; White
Martins), afim de manter balanco hidroeletrolitico e &cido-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 pressao
arterial pulsatil (PAP). A partir dos sinais da PAP, foram derivados os valores da pressao arteria
média (PAM) e da frequéncia cardiaca (FC). Ambos os cateteres foram fixados aos vasos

sanguineos utilizando linha cirdrgica com pelo menos dois nés afim de prevenir que o
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deslocamento dos mesmos. O cateter arterial (PE-50) foi acoplado ao transdutor de pressao
(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
aquisicdo (microl401, Cambridge Eletronic Design, Inglaterra) e digitalizados em um
microcomputador na frequéncia de 1 kHz, mediante software especifico (Spike2 v7.10,
Cambridge Eletronic Design, Inglaterra). Os dados de PAM e FC, oriundos da PAP, foram

analisados pelas variacdes absolutas, comparando valores antes e ap6s segundo cada protocolo.

3.2.2 Registros e avaliacdo das atividades dos musculos respiratorios e traqueostomia

Apo6s o implante dos cateteres femorais, os animais foram posicionados em decubito
lateral esquerdo e uma incisdo foi realizada nos tecidos cutaneo e subcutaneo, para insercédo de
um par de eletrodos de prata os musculos obliquos externo e interno (ABD), afim de registrar a
atividade motora expiratéria do animal. Os eletrodos foram inseridos entre os musculos
abdominais obliquos com o auxilio de uma agulha de injecdo, cortada na base. A superficie de
contato do eletrodo com os musculos era de mais ou menos 1 cm e a disténcia entre os eletrodos
de aproximadamente 0,5 cm. Ao termino do implante dos eletrodos, uma sutura do tecido
cuténeo foi realizada afim de evitar o deslocamento dos eletrodos e prevenir a captacdo de ruidos
externos ao animal. Em seguida, os animais foram posicionados em decubito dorsal e tiveram a
cabeca estabilizada, por meio do aparado na mesa cirdrgica. Posteriormente, uma incisdo foi
realizada na linha média do pescoco e os tecidos subcutaneo e musculo esterno-hioideo foram
divulcionados, o0 que permitiu 0 acesso a traqueia. Na traqueia, uma nova incisao foi realizada
entre os discos cartilaginosos mais superiores, préximos ao 0sso hidide, onde foi introduzido o
tubo traqueal (semirrigido), sendo fixado com uma linha cirdrgica. Na sequéncia, uma inciséo foi
feita no abddmen, na regido do hipocéndrio esquerdo, onde foi inserido e posicionado o eletrodo
bipolar em contato com o diafragma (DIA), o qual permitia registrar e avaliacdo a atividade
inspiratoria. O liquido da cavidade abdominal foi drenado com algoddo afim de evitar que o
liquido fizesse o contato entre os eletrodos e impedisse a captacdo do sinal elétrico do musculo.
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 variacdo da amplitude (expressa
em variacOes percentuais em relacdo a amplitude basal), a duracdo da contracdo (ou tempo
inspiratorio, expresso em ms), o intervalo entre cada contracdo (ou tempo expiratorio, expresso

em ms) e a frequéncia das contracdes (expresso em ciclos por minuto, cpm). Da atividade ABD,
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foi quantificada a variacdo da atividade média, expressa em valores percentuais comparadas a
atividade média basal.

3.2.3 Gasometria

Em um grupo especifico de animais anestesiados e submetidos a HIA, avaliamos a
pressao parcial arterial de O2 (PaO2) e CO; (PaCOz), concentracdo plasmaética de bicarbonato e
pH arterial antes e apds exposicdo a HIA. Para tanto, uma amostra do sangue arterial (50 pL) foi
coletada através cateter da artéria femoral e inserida na tira descartavel acoplada ao analisador i-
SAT (handheld, Abbot, Illinois, USA). As medidas foram realizadas antes, e 30 e 60 min apds a
exposicdo a HIA.

3.3 ANIMAIS NAO ANESTESIADOS — PREPARACAO IN SITU

3.3.1 Preparacéo coragao-tronco cerebral isolados

Para obtencédo das preparages in situ, 0s animais foram inicialmente anestesiados para
iniciar o procedimento cirlrgico. Para tanto, os animais foram inseridos em uma cémara
contendo uma trouxa de gaze umidificada com anestésico inalatério (Tanohalo, Cristalia, Itapira-
SP, Brasil). Uma vez profundamente anestesiados, os animais foram rapidamente removidos do
aparato e seccionados sub-diafragmaticamente com uma tesoura longa. Imediatamente apos esta
seccdo, 0 segmento cabeca, membros superiores e térax foi submergido em uma cuba contendo
solucdo de Ringer resfriada (2 — 4 °C, ver composicdo a diante), seguido da decerebracdo pré-
colicular (remocdo do tecido cerebral utilizando sucgdo, com auxilio de bomba de vécuo) e
remocdo total da pele do animal, sendo o Ultimo uma medida preventiva contra contaminacéao e
obstrucdo do sistema de perfusdo. Na sequéncia, os pulmdes e as Ultimas costelas do lado direito
foram removidos para facilitar o acesso ao nervo frénico e a cadeia simpatica paravertebral. A
superficie ventral do tronco cerebral foi exposta apos a remog¢do dos musculos, da traqueia e dos
tecidos conjuntivos da regido do pescoco e da porcédo basilar do osso occipital (MORAES et al.,
2012). Em seguida, as preparacOes foram transferidas para a cAmara de registros onde tiveram o
coragdo removido e a aorta descendente canulada para perfuséo retrograda, com o auxilio de uma
bomba peristaltica (Watson-Marlow 502S, EUA). A solugdo de perfuséo era constituida de uma
solucdo de Ringer (em mM: NaCl, 125; NaHCOs, 24; KCI, 5; CaCly, 2.5; MgSOs, 1.25;
KH2POs, 1.25; Glicose, 10), contendo um agente oncotico (Polyethylene glycol 20.000, 1.25%,
Sigma-Aldrich, EUA), que permitia o transporte adequado dos nutrientes e ions entre o tecido e

0 vaso, bem como um bloqueador neuromuscular (brometo de vecurénio 3 — 4 pg/ml), que



32

encerrava as contragcdes musculares durante os experimentos. A pressao de perfusdo foi mantida
entre 50-70 mmHg por meio do controle do fluxo (entre 21-25 mL/min), e pela adicdo de
vasopressina (0,6-1 nM, Sigma, EUA) na solucédo de perfusdo, que tinha agcdo vasoconstritora. A
solucdo de perfusdo foi continuamente aerada com carbogénio (95% O e 5% CO2) para o
fornecimento de O, e CO> e para a manutencdo do pH em valores adequados (aproximadamente
7,4). Esta solucéo de perfusdo também foi aquecida préximo a 32°C, por um trocador de calor, e
filtrada por um pré-filtro de polipropileno de 25 mm de didmetro e 25 um de tamanho do poro
(Millipore, PP25). Além disso, duas armadilhas de bolhas foram usadas a fim de prevenir
qualquer acidente vascular mediado pela presenca de bolhas. Os tubos do sistema de perfusao
eram impermeaveis ao Oz e ao COz (Tygon Cole Palmer, Il, EUA: ID: 1,56 mm; OD: 4,7 mm).
A cénula de duplo lumen (Portex, MA, EUA: DI: 0,28mm; DE: 0,61 mm), inserida na aorta,
permitia, simultaneamente, a perfusdo do animal e o registro da pressdo de perfusdo (PP). Este
ultimo foi realizado conectando o cateter a um transdutor de pressdo (Grass), o qual estava
conectado a um amplificador (Grass). Os sinais da pressdo de perfusdo foram convertidos por

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

3.3.2 Registro e andlise das atividades dos nervos frénico, abdominal e simpético

Todos os registros foram obtidos por meio de eletrodos bipolares de prata e de succéo,
acoplados a micro-manipuladores 3D. A atividade do nervo frénico esquerdo foi captada e o
perfil de disparo em rampa foi utilizado como padréo fisioldgico de viabilidade da preparacédo
(PATON, 1996). A atividade simpatica eferente foi registrada a partir da cadeia simpatica
torécica, ao nivel de T10-T12, e o seu perfil de atividade basal apresentava um aumento durante
a fase inspiratéria (conjuntamente com o disparo do nervo frénico), com pico imediatamente
apos a inspiracdo, ou seja, na fase pos-inspiratoria. Por sua vez, o nervo abdominal foi isolado ao
nivel téraco-lombar, seccionado e sua atividade eferente registrada. O padrdo de atividade basal
do nervo abdominal corresponde pela presenca de atividade de baixa amplitude durante a fase
expiratoria, a qual era inibida durante a inspiragdo. 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 analises 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 frénico, abdominal e simpatico toracica, tomando como referéncia a
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atividade do nervo frénico. Dessa forma, foram geradas médias das atividades de acordo com o
ciclo respiratério. Estas médias foram obtidas em registros integrados com 0s mesmos
parametros de amplificacdo e constante de integracdo de sinal. O sinal do nervo frénico remeteu
a atividade inspiratoria, bem como, o do nervo motor abdominal a atividade expiratéria e do
nervo simpatico torécico a atividade simpatica eferente. Nesse sentido, a partir do nervo frénico,
analisamos: i) a amplitude dos disparos (bursts), expressa em pV; ii) frequéncia dos bursts,
expressa em cpm; iii) duracdo dos bursts (tempo inspiratorio), expresso em ms; e iv) tempo
expiratorio (periodo entre os disparos do nervo frénico), expresso em ms. O sinal médio da
atividade simpatica torécica foi dividido em 3 segmentos: inspiracdo (I, periodo coincidente ao
disparo do nervo frénico), pés-inspiracdo (PI, primeira metade da expiracdo) e expiracdo tardia
[E-tardia, periodo final da fase expiratdria, pertencente a segunda metade da expiracdo (E2),
coincidente com o aparecimento de disparos de grande amplitude na atividade abdominal — mais
detalhes adiante]. A média da atividade simpatica foi calculada em cada segmento (em valores
absolutos, uV, sendo expresso em percentual comparado ao valor basal frente a algum estimulo),
0 qual permitia analisar um padrdo de distribuicdo da atividade simpatica ao longo do ciclo
respiratorio. Os mesmos procedimentos foram tomados para analisar o padrdo de atividade do
nervo abdominal durante as fases Pl e E-tardia. O valor do ruido elétrico, obtido ao final dos
experimentos ap6s a morte da preparacdo in situ (desligamento da bomba de perfusdo) foi
subtraido das atividades, antes das analises. Como resultado, a avaliacdo da distribuicdo da
atividade simpatica ao longo do ciclo respiratorio permitia correlacionar alteragdes na atividade

simpatica associadas a modifica¢fes da atividade respiratorias.



34

iy i i\
! PN ™ VAR ! n
ftsN ~J IRV AR VI Y PR

{SN m«nﬂ\|||mmmiWll||n|||lli|||||||nilml1‘WII|m|l|nmllwmllmmmnlimuuilnnlmium«lrﬂmblilhlMlll;“llﬂl"!l]ll‘|N’[I’mwanlml||||umul'I'nm»«umnmmllnmu|||1ll|m;lltl0||||l|1|'|ll1|‘"||||lhIlIllu«m}uummm‘hl

T i T PR L WU T R L N A A P
M S e e O R T WL R

|

| |

| |

| |
ol o, M ™, M\ " >
N P, LW i AW =

LN ] N '’ ?\ ,,,,,,,,,,,,,, P ‘I‘V W it p Nt e e o

| |

| \

|

AbN l:|ll|i«1||||||;||n|||||m||||m|r|qu|||nn|q|mlp||||||l1||Il||||||||||nu||1|m||||n|1|||u||||um|||uml|||41m |uu||||nu||nu|||||uu1||bj||||||||||||n|||||n||l|||||||||u||||||u|p1|ln|||||ui||||||||||“|||||u|l|||uu|||lu|||||||||||Im||||||||||;||||||umu||m||m

A ,n!'v\

/“\m " ) !’l ,,,,,,,, A
=T N S e, VA ‘ i .......................................................................................

P |nmmmmwmmuw y\l||l\I'l'llnllﬂ“w»l]llt" lll'V'lmwll\ml}W‘

E2 | El

1s

Figura 1. Figura ilustrando o registro padrao de uma preparacao in situ. Registros original
¢ integrado ([) das atividades dos nervos simpatico toracico (tSN), abdominal (AbN) e frénico
(PN), bem como a pressdo de perfusdo (PP) de uma preparacdo in situ. O disparo do nervo
frénico, em forma de rampa e encerrando rapidamente, marca a fase inspiratdria (delimitada
pelas linhas verticais). Entre um disparo e outro do frénico temos a expiracdo, a qual pode ser
dividida em duas fases E1 (ou pés-inspiracdo) e E2 (ou expiracdo tardia) (areas em cinza).
Observa-se que a atividade abdominal apresenta pouca atividade durante a expiracao e é inibida
durante a inspiracdo. Com relacdo ao nervo simpatico, nota-se que o pico da atividade simpética
ocorre durante a fase E1.

3.4 ESTEREOTAXIA IN VIVO E IN SITU

Em animais anestesiados, ap6s os procedimentos cirdrgicos descritos inicialmente, 0s
animais foram posicionados no aparelho estereotaxico (David Kopf, EUA) para a realizacdo de
microinjecdes no RTN/pFRG. Para isso, a tricotomia e assepsia da regido superior da cabeca foi
realizada, seguida da administracdo de anestésico local com vasoconstritor (cloridrato de
lidocaina 2% com bitartarato de norepinefrina 1:50.000) a fim de reduzir o sangramento local
durante a incisdo. Na sequéncia, foi realizada a incisdo nos tecidos cutaneo e subcutaneo para a
exposicao superior do cranio, a qual foi limpa com agua oxigenada e soro fisiolégico. A torre
estereotaxica foi fixada na posicédo vertical (dngulo zero) e a cabeca do animal posicionada 3,5
mm abaixo da referéncia interaural. Usando coordenadas estereotaxicas (PAXINOS; WATSON,
2007), uma abertura no cranio foi realizada com fresa odontoldgica esférica, acoplada a um
micromotor, para introdugdo da injetora (agulha 30 G) para microinjecdo. As coordenadas
estereotaxicas para 0 RTN/pFRG foram: -2.7 mm de antero-posterior do ldambda; -1.8 mm de
lateral da sutura longitudinal e 11.0 mm de dorso-ventral da superficie dorsal.
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Nas preparac0es in situ as microinjecfes 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
pneumatica (Picospritzer Il — Parker Hannifin Corporation, Fairfield, EUA), que, mediante
pulsos de pressdo, injetava volume aproximado de 40-50 nL. O volume injetado foi assegurado
pela visualizacdo de escala milimétrica, previamente ajustada, em lupa estereoscépica. Os sitios
das microinjecdes foram identificados usando o corpo trapezdide e as raizes do hipoglosso como
referéncia. As coordenadas utilizadas foram: 50 um de antero-posterior do corpo trapezoide,
2000 pum de lateral partindo da linha média, utilizando a artéria basilar como referéncia, e 50 a
100 pum de ventro-dorsal da superficie ventral, conforme descrito anteriormente (MORAES et
al., 2012).

3.5 MICROINJECOES NO RTN/pFRG

Em animais anestesiados, foi microinjetado no RTN/pFRG a ketanserina (10 uM,
Sigma-Aldrich, EUA), um antagonista seletivo dos receptores serotoninérgico do tipo 5-HT.. A
droga foi microinjetada no RTN/pFRG manualmente utilizando-se uma seringa Hamilton de 1
pL (Hamilton, Reno, NV, EUA) conectada por um tubo de polietileno PE-10 a injetora. A
concentracdo utilizada foi escolhida baseada em estudos prévios (TOPPIN et al., 2007).

Em preparacGes 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-HT2a2, conforme descrito por (MACFARLANE; MITCHELL,
2009), na concentracdo de 1mM; ii) &cido quinurénico (Kynurenic acid — KYN; Sigma-Aldrich,
St.Louis, MO, EUA) na concentracdo de 100 mM, baseado em estudos prévios de (COSTA-
SILVA; ZOCCAL; MACHADO, 2010). Estas drogas foram microinjetadas com pipetas de
vidros conectadas ao Picospritzer 1l, conforme descrito anteriormente. O volume microinjetado
no RTN/pFRG foi de 50 nL em preparagdes in vivo e in situ. Todas as drogas foram dissolvidas

em solucgéo Ringer, com pH 7.4.

3.6 HIPOXIA INTERMITENTE AGUDA (HIA)

Em animais anestesiados, a inducdo dos episodios de HIA foi realizada por meio de
mistura gasosa de nitrogénio e oxigénio (6-7% 02/94% N2; White Martins, S&o Carlos-SP,
Brasil) obtida de um misturador de gases (AVS Projetos, S&do Carlos-SP, Brasil) acoplado a um
analisador de Oz e CO2 (ML 206, ADInstruments, Australia). A mistura gasosa foi administrada

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

rato. A fragdo inspirada de O foi reduzida para 6-7%, 10 vezes, por 45 segundos, intercalados
com 5 minutos de hiperoxia (FiO2 100%), conforme descrito anteriormente (DICK et al., 2007;
XING; PILOWSKY, 2010). Ap6s o 10° episodio de HIA, a FiO2 foi mantida em 100% e a
atividade elétrica dos musculos respiratorios e os parametros cardiovasculares foram registrados
por mais 60 min. Em preparagdes in situ, um protocolo semelhante foi utilizado (10 episodios de
hipdxia, duracdo de 45 segundos, intercalados por 5 minutos de hiperoxia), porém a mistura
gasosa da solucéo de perfusdo (95% 0O2/5% CO) foi substituida para 6-7% O2/5% CO2/88% N
durante a HIA, sendo restaurada para 95% O2/5% CO. e mantida por 60 min ap6s o Gltimo
episodio de HIA.

3.7 ATIVACAO DOS QUIMIORRECEPTORES CENTRAIS E LIMIAR APNEICO EM
IN SITU

As respostas simpaticas e respiratorias observadas durante a exposi¢do ao aumento da
concentracdo fracional de CO2 no perfusato (mistura 8% CO; e 92% O2) durante 10 min foram o
aumento da amplitude de disparo do nervo frénico, reducdo do tempo inspiratério, aumento da
atividade abdominal e simpato-excitacdo (ABDALA et al., 2009; MOLKOV et al., 2011). Em
um outro grupo de animais, o estimulo inverso, com hipocapnia (1% CO- e 99% O,), também foi
realizado com o objetivo de determinar o nivel CO2 necessario para promover excitagdo da rede
respiratoria e a geracdo dos disparos do nervo frénico, também conhecido como limiar apnéico.
O teste do limiar apnéico permitiu fazer uma referéncia, indireta, do grau de sensibilizacdo
neurbnios quimiossensiveis, uma vez que nesta condicdo o drive excitatorio para gerar a
atividade respiratoria, dependente de CO», estd amplamente reduzido e, consequentemente,
observa-se a cessacdo da atividade respiratdria em preparac@es in situ de ratos naive (MOLKOV
et al., 2011). Tais manipulacdes foram realizadas com o auxilio de um misturador de gases (AVS

Projetos, Sdo Carlos) acoplado a um analisador de Oz e CO2 (ADInstruments).

3.8 HISTOLOGIA

Ao termino de cada experimento, foi realizada a microinjecdo (50 nL) do corante azul
de Evan 2% (Vetec, Quimica Fina Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no RTN/pFRG a fim de
marcar, histologicamente, os sitios das microinjecdes. Em animais anestesiados, apos as
microinjecOes de corante, foi realizado a perfusédo transcardiaca com soro fisioldgico seguido de
solugéo formol 10% tamponada. O tronco cerebral foi removido e fixado em formol 10% por 48

h e solucdo de sacarose (30%), respectivamente, e seccionado no criostato em cortes coronais
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com 30 um de espessura. Nas preparacdes in situ, o tronco encefélico foi removido ao final dos
experimentos, e rapidamente colocado em um frasco contendo formol 10%, por 5-7 dias, para
fixacdo, seguindo de solucdo de sacarose (30%), para posterior corte histoldgico (30 pm). Os
cortes foram montados em laminas de vidro, e posteriormente corados pelo método de Nissl. A
area atingida pela microinjecéo foi localizada microscopicamente, comparando as sec¢ées com o
atlas anatomico de ratos de (PAXINOS; WATSON, 2007).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados como média e erro padrdo da média. Para analises
diretas, os resultados foram comparados utilizando o teste t pareado de Student. Para multiplas
comparagOes, os dados foram analisados pela analise de variancia para medidas repetidas
(ANOVA One-way) seguido do pds-teste Tukey. Nestas analises, utilizamos o software Prism
(versdo 6, GraphPad, EUA). O nivel de significancia adotado foi de P < 0,05.

3.10 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.10.1 Avaliacéo da expiracgdo ativa e do acoplamento simpato-respiratorio apos a HIA in situ

Sabe-se que a HIA é um modelo experimental capaz de promover a geracdo de
expiracdo ativa em animais anestesiados, condicBes de repouso (hiperdxia/normocapnia)
(LEMES et al., 2016). Estudos anteriores mostram que a HI, de forma cronica, promove uma
alteracdo do padréo respiratorio, com a geracdo de expiracdo ativa, a qual, por sua vez parece ser
importante para 0 aumento e manutencdo dos niveis de simpética e pressdo arterial basal
(ZOCCAL et al., 2008; MORAES et al., 2014). Neste protocolo, procuramos avaliar os efeitos
da HIA sobre o padrdo de acoplamento entre as atividades simpatica e expiratdria, em condicoes
livres de anestesia. Para tanto, as preparacdes in situ foram expostas a HIA (10 episodios de 6-
7% Oo, por 45 s, a cada 5 min) e, apds, as atividades dos nervos respiratorios e simpatico foram
registradas por 60 min, periodo este em que foram feitas as analises descritas anteriormente.
Durante todo o protocolo experimental, incluindo o periodo de exposic¢do a HIA, a concentragédo

fracional de CO; foi mantida em 5%.

3.10.2 Envolvimento dos mecanismos serotoninérgicos do RTN/pFRG nas alteragdes
respiratorias e cardiovasculares induzidas pela HIA em animais anestesiados
Estudos de MacFarlane & Mitchell (2009) mostraram que 0 aumento compensatério e

persistente, conhecida como facilitacdo a longo prazo, da atividade respiratoria depende da
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ativacdo repetida de mecanismos serotoninérgico, especialmente do tipo 5-HT. em nucleos
respiratorios. Nesse protocolo avaliamos o envolvimento dos mecanismos serotoninérgicos do
RTN/pFRG nas alteracGes respiratorias e cardiovasculares evocadas pela HIA por meio de
microinjecOes do antagonista dos receptores para 5-HT». Neste estudo, utilizamos a abordagem
em animais anestesiados e com nervos vagos intactos, uma vez que queriamos analisar os efeitos
da HIA na presenca do feedback dos receptores de estiramento pulmonar. O racional para tal
abordagem baseia-se em estudos prévios do nosso laboratério mostrando que na auséncia de
aferéncias vagais, 0s mecanismos de geracdo da expiracdo ativa estdo facilitados (LEMES;
ZOCCAL, 2014). Sendo assim, realizamos o antagonismo dos receptores serotoninérgicos 5HT>
no RTN/pFRG, por meio de microinjecdes bilaterais de ketanserina (10uM, 50nL, Sigma-
Aldrich, MO, USA). As microinjecdes foram realizadas antes da exposicdo a HIA e repetidas a
cada 3 episodios de HI, a fim de garantir o efeito efetivo antagdnico da droga durante todo o
periodo do protocolo de HIA (dados ndo publicados; Anexo 2). Apds a exposicao a HIA, as
atividades respiratorias e cardiovasculares foram avaliadas e comparadas aquelas obtidas em
animais que receberam o veiculo (solucdo de Ringer). Um segundo grupo de animais controle foi
realizado, os animais receberam microinjecdes de ketanserina no RTN/pFRG, mas ndo foram
submetidos a HIA. Tal grupo foi necessario para verificar se o antagonismo dos receptores 5-

HT. no RTN/pFRG poderia promover qualquer alteracdo respiratoria ou cardiovascular.

3.10.3 Alterac6es na pressao parcial dos gases e pH arteriais induzidas pela HIA

Uma amostra do sangue arterial de animais anestesiados foi coletada antes, 30 e 60 min
apos a exposicdo a HIA, para analise da PaO2, PaCO., pH e concentracdo plasmatica de HCOs",
a fim de se verificar se a HIA promoveria alteracdes metabdlicas no animal e estas, por sua vez,

seriam capazes de induzir qualquer alteracdo na atividade cardiorrespiratéria do mesmo.

3.10.4 Participagcdo da neurotransmissdo glutamatérgica do RTN/pFRG na geracdo de
expiracgao ativa e simpato-excitagao in situ

Evidéncias experimentais mostram que a 5-HT é capaz de induzir um aumento da
atividade neuronal por facilitar mecanismos relacionados a neurotransmissdo glutamatérgica
(BOCCHIARO; FELDMAN, 2004). Contudo, ndo se sabe o papel da neurotransmissao
glutamatérgica do RTN/pFRG sobre a geracdo do padrdo da expiracdo ativa. O aumento da
pressdo parcial de CO2 no sangue arterial promove um aumento da atividade motora abdominal,
tornando a expiragdo 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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preparacOes in situ & hipercapnia 8% por 10 min, de modo a promover a expiracdo ativa. No
quinto minuto da hipercapnia, foram realizadas microinje¢des bilaterais de acido quinurénico
(100 mM, 50 nL) no RTN/pFRG, a fim de que fosse observada a participacdo da
neurotransmissao glutamatérgica no processo de expiracdo ativa, bem como sua participacao nas
modificagbes nas atividades inspiratdria e simpéatica. Os dados obtidos antes e durante a
hipercapnia, bem como ap6s a microinjecdo do é&cido quinurénico, foram analisados e

comparados.

3.10.5 Papel dos receptores 5-HT> do RTN/pFRG na facilitacio a longo prazo das atividades
dos nervos abdominal, frénico e simpatico toracico in situ.

Neste protocolo avaliamos o efeito da ativacdo dos receptores serotoninérgicos sobre as
atividades respiratorias e simpatica em preparacdes in situ. Para tanto, realizamos microinjecdes
repetidas do agonista 5-HT2a2c, DOI (10uM, 50nL), no RTN/pFRG. Realizamos trés
microinjecdes bilaterais no RTN/pFRG, repetidas a cada 5 min, de modo a simular uma situagéo
semelhante a HIA (MACFARLANE; MITCHELL, 2009). Apo6s as microinjec@es, as atividades
dos nervos frénico, abdominal e simpatico toracico foram acompanhadas e analisadas por mais

60 min.

3.10.6 Sensibilizagdo induzida pela ativacéo repetida dos receptores 5-HT> do RTN/pFRG no
limiar apnéico.

Em estudos anteriores, verificamos que microinjecdes repetidas de 5-HT no RTN/pFRG
de animais anestesiados promovem uma facilitacdo das respostas de aumento nas atividades
diafragmatica e abdominal em resposta a hipercapnia (dados ndo publicados, Anexo 2). Nesse
sentido, exploramos se a ativacdo intermitente dos receptores 5HT., no RTN/pFRG de
preparacdes in situ poderiam promover uma sensibilizacdo dos mecanismos de quimiorrecep¢ao
central. Nesse sentido, 60 min apds as microinjecbes de DOI ou veiculo no RTN/pFRG,
realizamos o teste do limiar apnéico, no qual a concentragdo de CO> do perfusato foi reduzido
para 1% CO> (balanceado com 99% O>) por 5-10 min. Posteriormente, a mistura gasosa de (5%
CO2 e 95% Oy) foi reestabelecida e um periodo de 20 min, para o restabelecimento das

atividades neurais da preparacao.
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3.10.7 Participacdo da neurotransmissdo glutamatérgica do RTN/pFRG na sensibilizacao
induzida pela ativacao dos receptores serotoninérgicos também do RTN/pFRG.

Adicionalmente, estudos demonstram que a facilitagdo/sensibilizacdo a longo prazo é
dependente de ativacdo da neurotransmissao glutamatérgica (HOFFMAN; MITCHELL, 2011,
PAMENTER; POWELL, 2013). Nesse sentido, para averiguarmos se as alteragdes nas
atividades respiratorias e simpatica promovidas pela ativacdo dos receptores 5-HT> no
RTN/pFRG dependiam da ativacdo de receptores glutamatérgicos, realizamos microinjegdes
bilaterais de acido quinurénico (100 mM, 50 nL) no RTN 70-80 min ap06s as microinjecdes de
DOI ou veiculo. Os dados foram analisados conforme descritos anteriormente e comparados 0s

dados obtidos em animais controle.
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4. RESULTADOS

4.1 ATIVIDADE MOTORA RESPIRATORIA E SIMPATICA EM PREPARACOES IN
SITU APOS HIA.

A figura 2 demonstra os efeitos da HIA sobre as atividades dos nervos frénico (PN),
abdominal (AbN) e simpatico toracico (tSN) de preparagdes in situ. Em condic¢des basais, 0 PN
apresenta um padrdo de disparo em rampa, 0 AbN, baixa amplitude de atividade, e o tSN exibe
marcada modulacdo inspiratoria/pos-inspiratoria (Figura 3), como descrito previamente
(ZOCCAL et al., 2008; MORAES et al., 2014). Em todas as preparacdes in situ (n=9), os
episodios de hipdxia em preparagfes in situ, promoveram, individualmente, diminui¢des na
pressdo de perfusdo. Em relacdo as atividades AbN, tSN e PN, a reducdo da pressdo parcial de
O2 no perfusato promoveu pequenos aumentos na atividade desses nervos, os quais foram
irregulares ao longo dos episddios sucessivos de hipoxia. Apds a HIA, as preparagdes in situ
apresentaram: 1) aumento na amplitude do PN (APN: 2148 e 33+12 %, respectivamente 45 e 60
min depois da HIA, P<0,05; Figura 5B), sem mudancas significativas na sua frequéncia de
disparos (18+1 vs 21+1 cpm, respectivamente basal e 60 min ap6s HIA; Figure 5A); ii) reducao
do tempo inspiratério (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 mudanca na
tempo expiratério (2,67+0,26 vs 2,4+0,19 s, respectivamente basal e 60 min apés HIA, Figure
5D); iv) aumento da atividade AbN (AAbN: 27+10, 37+12, 48415, 69+14 %, respectivamente
15, 30, 45 e 60 min apdés AIH, P<0,05, Figure 5SE) e v) aumento na atividade do tSN (AtSN:
48+18, 60+21 e 75+25%, respectivamente 30, 45 e 60 min apds HIA, P<0,05; Figure 5F). A
analise do padrdo respiratorio e simpatico (Figure 4) demonstrou que 0 aumento da atividade
ADbN foi dependente do surgimento de um disparo durante a parte final da fase expiratoria (E-
tardia). Além disso, o aumento progressivo na atividade do tSN apds a HIA foi observada
durante a fase final expiratéria (E-tardia), acoplada a ocorréncia E-tardia da atividade do AbN
(Figura 4). Em conjunto, estes resultados indicam que a HIA em preparagdes in situ promove

LTF nas atividades inspiratoria, expiratoria e simpatica.
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Quadro 1: Efeito da exposicdo a HIA em preparagdes in situ (n=9) sobre a frequéncia
respiratdria (FR), tempo inspiratdrio (Ti), tempo expiratorio (Te), e atividades dos nervos frénico
(PN), abdominal (AbN) e simpatico toracico (tSN) durante o basal e 15, 30, 45 e 60 min apds
HIA. * - diferente em relacdo ao basal, P<0,05.

Basal 15 min 30 min 45 min 60 min
FR (bpm) 18+1 19+1 19+1 201 201
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 11845 120£7* 132+11*
Ativ. AbN (%) 100 1269* 136+12* | 147#14* | 168x13*
Ativ. tSN (%) 100 127411 147+18* | 160+21* | 175+24*
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Figura 2. HIA promove facilitacdo a longo prazo da atividade expiratoria e simpatica
(LTF) em preparac6es in situ. Registro da pressdo de perfusdo (PP) e atividades dos nervos
simpatico toracico (tSN), abdominal (AbN) e frénico (PN) [original e integrado (f)] de uma
preparacdo in situ, representativo do grupo, ilustrando as atividades basais antes, durante e ap0os a
exposicao a HIA. Os quadrados mostram os episodios de HIA.
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Figura 3. Efeito da HIA no padréo das at|V|dades simpética e respiratoria em preparacoes
in situ. Registros original e integrado (J) das atividades dos nervos simpatico toracico (tSN),
abdominal (AbN) e frénico (PN), de uma preparacgdo in situ representativa do grupo, ilustrando o
efeito da HIA no padrdo motor inspiratdrio, expiratério e simpatico antes e apds exposicdo a
HIA.
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Figura 4. Modificacbes no acoplamento simpatico-respiratorio apos a exposicdo a HIA.
Médias por ciclo respiratorio, derivadas das atividades integradas dos nervos frénico (PN),
abdominal (AbN) e simpatica toracica (tSN), originarias do registro mostrado na figura 6,
ilustram as alteracfes do acoplamento respiratorio-simpatico ap6s a exposicao a HIA. As linhas
pontilhadas delimitam as fases inspiratoria e expiratoria. Note que o disparo adicional na
atividade do tSN, evocado pela HIA, durante a fase expiratoria, aumenta com disparo da
atividade AbN na fase E-tardia.
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Figura 5. Alteragdes respiratdrias e simpatica induzidas pela HIA in situ. Valores médios
das alteracBes na frequéncia de disparos dos bursts do nervo frénico (FR; painel A), nos tempos
inspiratorio (panel C) e expiratorio (painel D), na amplitude dos bursts do nervo frénico
(amplitude PN; painel B), na atividade abdominal (AbN; painel E) e na atividade simpaética
toracica (tSN; painel F) antes (basal), 15, 30, 45 e 60 min apos HIA em preparacdes in situ

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

4.2 CONFIRMACAO DOS SITIOS DE MICROINJECOES NO RTN/pFRG

A figura 6 demonstra os sitios de microinjecbes no RTN/pFRG de animais anestesiados

e de preparacOes in situ. Todos os animais e preparacfes in situ considerados para analises
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apresentaram sitios de microinjecfes dentro dos limites do RTN/pFRG. Animais e preparacoes
que apresentaram microinjecdes em regides adjacentes ao RTN/pFRG (principalmente em

regibes mais rostrais) ndo foram consideradas.

Figura 6. Sitios de microinjecbes no RTN/pFRG. Fotomicrografias de fatias do tronco
encefalico de um animal anestesiado (painel A) e de uma preparagdo in situ (painel B),
representativos dos seus respectivos grupos experimentais, mostrando os sitios de microinjegdes
no RTN, indicadas pelas setas. As microinjecdes em animais anestesiados foram realizadas por
uma abordagem dorsal, enquanto que em preparacdes in situ foi utilizada uma abordagem
ventral.

430 ANTAGONISMO 5-HT2 NO RTN/pFRG PREVINE A GERAQAO DE
EXPIRACAO ATIVA INDUZIDA POR HIA

Em estudos prévios (LEMES et al., 2016), verificamos que ratos anestesiados com
uretana e submetidos a HIA (10 episddios de 6-7% O, 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 o0 mesmo efeito da HIA sobre a geracdo do padréo de
expiracdo ativa em animais anestesiados, conforme ilustra a Figura 7A. No grupo de animais que
recebeu microinjecdes bilaterais de veiculo no RTN/pFRG (n=4), a exposicdo a HIA nao
promoveu mudancas significativas na amplitude basal DIA (A= 3£1 e 3+2 %, respectivamente
30 e 60 min apds AlH; Figura 9A) e frequéncia (9048, 94+7 e 93+8 cpm, respectivamente antes,
30 e 60 min ap6s HIA; Figura 9C). Por outro lado, um aumento progressivo e persistente na
atividade basal ABD (A= 2845 e 40+9 %, respectivamente 30 e 60 min apés HIA, P<0.05;
Figura 9B), caracterizada pelo aparecimento de disparos expiratérios, presentes na maioria dos
ciclos respiratérios (Figura 7B). A hiperatividade ABD gerada pela HIA ndo foi associada a
mudancas dos gases sanguineos arteriais, visto que os valores de PaO», PaCO2, pH e HCOs
foram similares antes, 30 e 60 min apdés HIA (Quadro 4). Com respeito aos parametros

cardiovasculares, os niveis da PAM ndo foram modificados pela HIA (1353, 136+3 e 132+4
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mmHg, respectivamente antes, 30 e 60 min apos HIA, Figura 9E) enquanto que a FC exibiu um
significante aumento aos 60 min apds a exposi¢cdo a HIA (365120, 371+19 e 376+17 bpm,
respectivamente antes, 30 e 60 min apés HIA, P<0,05, Figura 9D).

Em animais que receberam microinjecOes bilaterais de ketanserina no RTN/pFRG antes
e durante a exposicdo a HIA (n=5), o desenvolvimento da hiperatividade ABD (A= 1+3 e -1+1
%, respectivamente 30 e 60 min apds HIA; Figura 9B) e da taquicardia (365+11, 361+13 e
357113 bpm, respectivamente antes, 30 e 60 min apds HIA, Figura 9D) foram prevenidos
completamente. Os outros parametros cardiorrespiratorios analisados nao mostraram-se
modificados tanto pela HIA quanto pelo antagonismo 5-HT> (Figuras 9A, C e E). O conjunto dos
resultados esta sumarizado no quadro 3.

Animais que receberam somente microinjec@es bilaterais da ketanserina no RTN/pFRG,
mas que ndo foram submetidos a HIA (n=5), ndo apresentaram alteracGes na amplitude (100 vs
9946 vs 97+3 vs 965 %, respectivamente basal, 10, 30 e 60 min ap6s as microinjecdes, Figura
10A) e frequéncia do DIA (9245 vs 89+5 vs 88+4 vs 89+5 cpm, respectivamente basal, 10, 30 e
60 min apds microinjecdes, Figura 10B) e na atividade média ABD (100 vs 102+1 vs 101+2 vs
98+1 %, respectivamente basal, 10, 30 e 60 min ap6s microinjecdes, Figura 10C). As
microinjecOes de ketanserina no RTN promoveram uma leve redugdo na PAM (132+2 vs 13242
vs 131+2 vs 128+2 mmHg, respectivamente basal, 10, 30 e 60 min ap6s microinjecdes, Figura
10D) e na FC (36511 vs 364+11 vs 360+13 vs 356+12 bpm, respectivamente basal, 10, 30 e 60

min apds microinjecdes, Figura 10E).
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Quadro 2: Efeito da microinjecdo de veiculo (n=4) e de ketanserina (n=5) no RTN/pFRG de
animais anestesiados com uretana durante a exposicdo a HIA sobre a frequéncia respiratéria
(FR), amplitude da contracdo do diafragma (DIA), atividade média abdominal (ABD), pressédo
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) antes e 10, 30 e 60 min apds a HIA. ** g ***.
diferentes em relacdo ao basal, respectivamente, P<0,01 e P<0,001.

Veiculo Ketanserina
Basal 10 min | 30 min | 60 min Basal 10 min | 30 min | 60 min
FR (delta; cpm) 0 342 4+ 242 0 -3+0 -4+0 -3+1
Amplitude DIA (%) 100 10440 | 102+1 | 102+2 100 99+6 97+3 9645
Ativ. média ABD (%) | 100 | 123+7 | T2/ | B399 1 460 | 10241 | 101#2 | 98#1
PAM (mmHg) 0 0,240 1+1 2+1 0 0,440 | -1+0 | -4+1**
FC (bpm) 0 642 540 | 10+3** 0 0,840 | -4+2 | -8x2**

Quadro 3: Efeito exposicdo a HIA sobre a pressdo parcial de Oz (Pa0.), pressao parcial de CO>
(PaCO0:>), pH e bicarbonato (HCO3") plasmaticos de animais anestesiados antes e 30 e 60 min

apos a HIA.
Basal 30 min 60 min
PaO, (mmHg) 460+26 488+9 435+43
PaCO, (mmHg) 61+1 58+1 58+1
pH 7.35£0.01 7.33+£0.02 7.35+£0.02
HCOz (mM) 33.8+0.9 33.8+0.9 31.8+0.9
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Figura 7. Efeitos da HIA sobre o padrdo expiratério. Painel A: Registros originais e
integrados () da atividade eletromiografica (EMG) do diafragma (DIA) e dos musculos
abdominais (ABD), e registros da pressao arterial pulsatil (PAP) de um rato anestesiado com
uretana, representativo do grupo, que recebeu microinjecGes bilaterais de veiculo no RTN/pFRG
(setas), mostrando as alteragfes cardiovasculares e respiratéria induzidas pela HIA. Painel B:
Registros expandidos antes, 30 e 60 min apds a exposi¢do a HIA do painel A. Note a presenca de
contra¢Oes abdominais apds a exposigdo a HIA.
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Figura 8. Efeito do antagonismo dos receptores 5-HT2 do RTN/pFRG sobre a expiracao
ativa induzida pela HIA. Painel A: Registros originais e integrados () da atividade
eletromiografica (EMG) do diafragma (DIA) e dos musculos abdominais (ABD), e registros da
pressao arterial pulsatil (PAP) de um rato anestesiado com uretana, representativo do grupo, que
recebeu microinjecdes bilaterais de ketanserina (10 uM) no RTN/pFRG (setas), demonstrando as
modificacdes cardiorrespiratorias evocadas pela HIA. Painel B: Registros expandidos antes, 30 e
60 min apds a exposicdo a HIA do painel A. O antagonismo dos receptores 5-HT2 no
RTN/pFRG foi capaz em prevenir o aparecimento de contragdes abdominais apés a HIA.
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Figura 9. Alteracbes cardiorrespiratdrias evocadas por injecdo de veiculo e ketanserina
durante HIA. Valores médios das alteracbes na frequéncia de disparos dos bursts do nervo
frénico (FR; painel A), nos tempos inspiratério (panel C) e expiratério (painel D), na amplitude
dos bursts do nervo frénico (amplitude PN; painel B), na atividade abdominal (AbN; painel E) e
na atividade simpatica toréacica (tSN; painel F) antes (basal), 15, 30, 45 e 60 min ap6s HIA em
preparagdes in situ (n=9). ** e *** - diferentes em relacdo 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 parametros
cardiorrespiratérios basais. Painel A: Registros originais e integrados () da atividade
eletromiografica (EMG) do diafragma (DIA) e dos musculos abdominais (ABD), e registros da
pressdo arterial pulsatil (PAP) de um rato anestesiado com uretana, representativo do grupo,
demonstrando as modificagdes cardiorrespiratorias geradas pela microinjecao de ketanserina (10
pUM) no RTN/pFRG. Painel B. Valores médios da amplitude e frequéncia de contragdes do
diafragma (DIA), da atividade motora abdominal (ABD), da presséo arterial media (PAM) e da
frequéncia cardiaca (FC) de ratos anestesiados com vago intacto que receberam microinjecoes
bilaterais de ketanserina (10 uM; n=4) no RTN/pFRG. * - diferente em relagéo aos respectivos
valores basais, P < 0,05.



54

4.4 GERACAO DE EXPIRAGAO ATIVA DEPENDE DA NEUROTRANSMISSAO
GLUTAMATERGICA NO RTN/pFRG

A figura 11 mostra o efeito da microinjecdo bilateral de Kyn no RTN/pFRG sobre as
atividades respiratoria e simpatica de uma preparacdo in situ durante a exposicdo a hipercapnia
8%. Como previamente descrito (ABDALA et al., 2009; MOLKOV et al., 2011), verificamos
que as preparagdes in situ (n=7) expostas a hipercapnia apresentaram aumento na amplitude do
PN (A= 43+11 % comparado ao basal; P<0,05, Figura 14D) acompanhada de reducdo na
frequéncia de disparo do PN (22+1 vs 151 bpm, respectivamente, antes e durante CO; 8%);
P<0,05, Figura 14A). Tal reducdo da frequéncia do PN esteve associada a aumento do tempo
expiratorio (A=1,8+0,1 vs 3,1+0,2 ms, respectivamente, antes e durante CO2 8%. P<0,05, Figura
14C), sem modificacdes no tempo inspiratorio (A= 0,8+0,04 vs 0,7+£0,03 ms, respectivamente,
antes e durante CO, 8%; Figura 14B). A exposicao a niveis elevados de CO> também promoveu
aumento especifico da atividade AbN na fase E-tardia (A= 29+6 % comparado ao basal; P<0,05,
Figuras 12, 13 e 14F), sem qualquer alteracdo na atividade AbN na fase P-lI (A= -8+3 %
comparado ao basal; Figuras 12, 13 e 14E). A exposicdo ao CO, também promoveu aumento a
atividade tSN nas fases E-tardia (A= 38+9 % comparado ao basal; P<0,05, Figuras 12, 13 e 14l)
e P-1 (A= 17£2 % comparado ao basal; P<0,05; Figura 12, 13 e 14H), mas ndo na fase
inspiratdria (A= 8+6 % comparado ao basal; Figura 4G). A pressao de perfusao foi reduzida pela
exposicdo 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 microinjecdo de acido quinurénico no RTN/pFRG de preparacdes in situ
sobre a atividade dos nervos respiratorios e simpatico, bem como na pressao de perfusdo, durante
a exposicdo a hipercapnia 8% sdo ilustrados nas figuras 12 e 13. A microinjecdo bilateral de
acido quinurénico no RTN/pFRG de preparacfes in situ, durante a hipercapnia, restaurou a
frequéncia do PN (21+2 bpm; Figura 14A), mediante retorno do tempo expiratério (2,2+0,2 ms;
Figura 14C) e reducéo no tempo inspiratorio (0,7+0,03 ms; P<0,05 quando comparado com 0s
valores basais; Figura 14B). A amplitude de disparo do PN (A= 38+17 %; Figura 14D),
permaneceu elevada pela exposicdo ao COo, ainda que, apesar da variabilidade dos resultados,
ndo foram observadas diferencas estatisticas quando comparado com os valores basais. A
microinjecdo de Kyn no RTN/pFRG também aboliu 0 aumento da atividade AbN na fase E-
tardia (A= 3+5 %; Figuras 12, 13 e 14F) evocado pela exposic¢do as hipercapnia, sem alterar sua
atividade na P-1 (A= -8+4 %; Figuras 12, 13 e 14E). Com relacdo a atividade simpatica, a
microinjecdo de Kyn no RTN/pFRG também reduziu seletivamente o aumento da atividade do

nervo tSN durante a fase E-tardia (A= 14+11 %; Figura 141), sem modificar 0 aumentando da
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atividade simpética durante a fase P-1 (A= 2246 %; Figura 14H) ou os niveis de tSN durante a
inspiracdo (A= 6x7 %; Figura 14G). Concomitantemente, a microinjecdo de acido quinurénico
promoveu uma reducdo adicional na pressdo de perfusdo (A= -20+2 %; comparado ao momento
antes da microinjecao de Kyn; P<0,05, Figura 14J).

Sessenta minutos apos as microinje¢des de Kyn, a reexposi¢cdo a hipercapnia resultou
em aumento da amplitude (A= 26x9 %; P<0,05) e reducdo da frequéncia do PN (A= 26%1 vs
19+1 %; respectivamente antes e durante a exposi¢do ao CO2 8% apds 60 min), sem alterar o
tempo inspiratorio (A= 0,6+0,1 vs 0,6+0,1 %; respectivamente antes e durante a exposi¢cao ao
CO2 8% apb6s 60 min) mas aumentando o tempo expiratério (A= 1,68+0,1 vs 2,49+0,2 %j;
respectivamente antes e durante a exposi¢do ao CO2 8% apds 60 min; P<0,05). A reexposi¢do a
hipercapnia também promoveu aumento da atividade AbN na fase E-tardia (A= 23+4 %; P<0,05)
sem alterar a atividade na fase P-l1 (A= 2+3 %). A atividade do tSN também foi aumentada nas
fases E-tardia (A= 55+15 %; P<0,05) e pos-inspiratoria (A= 41+12 %; P<0,05), sem alterar sua
atividade na fase inspiratdria (A= 13+7%). A queda da pressdo de perfusdo pela exposi¢do ao

CO; também foi restaurada (A= -13+3 %; P<0,05). Os valores estdo expostos na Quadro 4.

Quadro 4: Efeito da microinjecdo de Kyn no RTN/pFRG de preparacgdes in situ (n=7) sobre a
frequéncia respiratéria (FR), tempo inspiratorio (Ti), tempo expiratorio (Te), e atividades dos
nervos frénico (PN), abdominal (AbN) e simpatico toracico (tSN) durante as fases inspiratoria
(Insp), pbs-inspiratdria (P-1) e expiratoria tardia (E-tardia) em resposta a exposicdo a hipercapnia
(8% CO,). * - diferente em relagdo ao basal, P<0,05.

Basal Durante Durante Basa_ll Reexposigéc_; ao
CO2 CO2+Kyn | 60 min C0O260 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* 2,240,2 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* 1035 100 123+4*
Ativ. AbN P-1 (%) 100 91+3 92+4 100 102+3
Ativ. tSN Insp. (%) 100 108+6 106+7 100 113+7
Ativ. tSN P-1 (%) 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. Efeito da microinjecdo bilateral de acido quinurénico (Kyn) no RTN/pFRG
sobre atividades respiratdria e simpéatica durante hipercapnia em preparacfes in situ.
Registro da pressdo de perfusdo (PP) e atividades dos nervos simpatico tordcico (tSN),
abdominal (AbN) e frénico (PN) [original e integrado (/)] de uma preparagdo in situ,
representativo do grupo, ilustrando as atividades basais antes, durante hipercapnia (8% CO.) e
apos a microinjecdo no RTN/pFRG. A linha vermelha representa o periodo de exposicdo ao CO>
e as setas 0 momento das mincroinjec¢des de Kyn (100 mM, 50 nL) no RTN/pFRG.

Hipercapnia Hipercapnia (8%CO,)
Basal (8% CO,) + Kyn no RTN/pFRG
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Figura 12. Efeito da microinjecdo de acido quinurénico (Kyn) no RTN/pFRG, durante
hipercapnia, sobre o padrédo das atividades respiratdrias e simpaticas em preparac6es in
situ. Registros original e integrado (]) das atividades dos nervos simpatico toracico (tSN),
abdominal (AbN) e frénico (PN), de uma preparacdo in situ representativa do grupo (tracados
expandidos obtidos a partir do registro da figura 1), ilustrando o efeito da microinjecdo de Kyn
no RTN/pFRG no padrdo motor inspiratorio, expiratorio e simpatico basal, antes e depois da
microinjecdo durante hipercapnia 8%.
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8% CO, + Kyn
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Figura 13. Modificacbes no acoplamento simpatico-respiratorio durante a exposicao a
hipercapnia. Médias por ciclo respiratério (cycle-triggered averages) das atividades integradas
(/) dos nervos frénico (PN), abdominal (AbN) e simpatico toracico (tSN), ilustrando o
aparecimento de disparos acoplados nas atividades AbN e tSN durante a fase expiratéria tardia
(E-tardia, setas), os quais foram abolidos pela microinjecdo de &cido quinurénico (Kyn) no
RTN/pFRG. As linhas pontilhadas delimitam as fases inspiratoria e expiratoria.
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Figura 14. Alteracdes respiratérias e simpatica induzidas pela hipercapnia. Valores médios
das alteracBes na frequéncia de disparos dos bursts do nervo frénico (FR, painel A), nos tempos
inspiratorio (Ti, panel B) e expiratorio (Te, painel C), na amplitude dos bursts do nervo frénico
(amplitude PN, painel D), na atividade abdominal (AbN) durante as fases po6s-inspiratéria (P-I,
painel E) e expiratdria tardia (E-tardia, painel F), na atividade simpatica toracica (tSN) durante
as fases inspiradria (Insp, painel G), P-I (painel H) e E-tardia (painel I) e na presséo de perfusao
(painel J) durante exposicdo a hipercapnia 8%, antes e depois microinjecdo bilateral de acido
quinurénico (100 mM) no RTN/pFRG de preparagdes in situ (n=7). * - diferente em relacdo ao
basal, P<0,05.
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4.5 ATIVAQAO INTERMITENTE DOS RECEPTORES SEROTONINERGICOS 5-HT>
DO RTN/pFRG EVOCA LTF EXPIRATORIO E SIMPATICO IN SITU

MicroinjecOes bilaterais e repetidas (3 microinjecdes, 5 min de intervalo) do agonista
serotoninérgico 5-HT> no RTN/pFRG de preparagbes in situ (n=9) promoveu alteracdo no
padrdo respiratoério, com a geracdo e manutencdo de expiracdo ativa em condi¢Ges de
normocapnia, conforme ilustram as Figuras 15 e 16. Inicialmente, em relacdo a atividade
inspiratoria, as microinjecdes de DOI (1 mM) no RTN/pFRG de preparacdes in situ promoveram
um aumento na frequéncia dos bursts do PN (201 vs 25+1 vs 25+1 vs 27+1 bpm,
respectivamente basal, 30, 45 e 60 min apds as microinjecdes, P<0,05; Figura 18A) com reducgéo
do tempo inspiratério (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 ap6s as microinjecdes; P<0,05, Figura 18B) acompanhado por aumento da
amplitude do PN (APN: 20+£11%, 60 min apds a microinje¢do, P<0,05; Figura 18D).
Considerando a atividade expiratoria, as microinje¢des de DOI no RTN/pFRG de preparacdes in
situ promoveram um aumento significativo da atividade AbN na fase E-tardia (AAbN: 2248,
2748, 37+12, 331£9 %, respectivamente 15, 30, 45 e 60 min ap6s as microinje¢des, P<0,05,
Figura 18F) mas sem alteracdo na fase P-1 (AAbN 2+4 %, 60 min apds microinjecdes). A
microinjecdo de DOI no RTN/pFRG ndo alterou o tempo expiratorio (2,1+0,17 vs 1,6+0,15 s,
respectivamente basal e 60 min ap6s as microinjecdes, Figura 18C).

Com relacdo a atividade simpdtica, a ativacdo intermitente dos receptores
serotoninérgicos do tipo 5-HT> do RTN/pFRG também promoveu aumento da atividade do tSN
na fase E-tardia (AtSN: 1615, 22+6, 2746 %, respectivamente 30, 45 e 60 min apds as
microinjegdes, P<0,05, Figura 161), 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 (AtSN: 10+£3 e 18+6 %, respectivamente 45 ¢ 60 min apos as
microinjecdes, P<0,05; Figura 16H), sem modificacbes na sua atividade durante a fase
inspiratoria (AtSN: 8+4 %, 60 min ap0s microinjecdes; Figura 18G). A pressao de perfusédo
tambem ndo foi alterada com as microinje¢es de DOI no RTN/pFRG (70£2 vs 72+2 mmHg,
respectivamente basal e 60 min ap6s microinjecdes; Figura 18J). A microinjecdo de veiculo
(n=4) no RTN/pFRG resultou apenas na reducdo do tempo inspiratério (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 apds microinjecdes;
Figura 18B) sem promover qualquer alteragdo em outro parametro avaliado. Todos os resultados

descritos acima estdo sumarizados no quadro 5.
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Figura 15. Microinjecdo bilateral e repetida de DOI (ImM, 50nL; a cada 5 min) no
RTN/pFRG promove facilitagdo motora a longo prazo (LTF) das atividades expiratoria e
simpatica em preparacdes in situ. Registro da pressdo de perfusao (PP) e atividades dos nervos
simpético toracico (tSN), abdominal (AbN) e frénico (PN) [original e integrado (J)] de uma
preparacdo in situ, representativo do grupo, ilustrando as atividades basais antes, durante e apos a

microinjecéo (setas) de DOI no RTN/pFRG.
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Figura 16. Efeito da microinjecdo de DOI no RTN/pFRG sobre o padrédo das atividades
respiratrias e simpatica em preparacdes in situ. Registros original e integrado ([) das
atividades dos nervos simpatico toracico (tSN), abdominal (AbN) e frénico (PN), de uma
preparagdo in situ representativa do grupo, ilustrando o efeito das microinjecdes bilaterais de
DOI no RTN/pFRG sobre o padrdo motor inspiratério, expiratorio e simpatico.



64

Basal 15 min 30 min 60 min
E-tardia E-tardia
E-tardia E-tardia

JAbN % m /J\\J‘KN >

05s

Figura 17. Modificagdes no acoplamento simpatico-respiratorio ap6s a ativacdo dos
receptores 5-HT2 no RTN/pFRG de preparacfes in situ. Meédias por ciclo respiratorio,
derivadas das atividades integradas dos nervos frénico (PN), abdominal (AbN) e simpaética
toracica (tSN), originarias do registro mostrado na figura 14, ilustram as alteracBes do
acoplamento respiratorio-simpatico apos as microinjecbes de DOI (ImM) no RTN/pFRG. As
linhas pontilhadas delimitam as fases inspiratoria e expiratdria. Note que o aumento da atividade
ADbN na fase E-tardia esta sincronizado com o disparo adicional na atividade do tSN.
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Figura 18. AlteracGes respiratorias e simpatica induzidas pela microinjecdo de DOI no
RTN/pFRG. Valores médios das alteracdes na frequéncia de disparos dos bursts do nervo
frénico (FR, painel A), nos tempos inspiratorio (Ti, panel B) e expiratorio (Te, painel C), na
amplitude dos bursts do nervo frénico (amplitude PN, painel D), na atividade abdominal (AbN)
durante as fases pds-inspiratoria (P-1, painel E) e expiratoria tardia (E-tardia, painel F), na
atividade simpatica toracica (tSN) durante as fases inspiratéria (Insp, painel G), P-1 (painel H) e
E-tardia (painel 1) e na pressdo de perfusdo (painel J) antes, 15, 30, 45 e 60 min apds
microinjecdo bilateral de veiculo (n=4) ou DOI (n=9) (1 mM) no RTN/pFRG de preparaces in
situ. * - diferente em relacéo ao basal, P<0,05.

4.6 ATIVACAO DOS MECANISMOS SEROTONINERGICOS DO RTN/pFRG REDUZ
O LIMIAR APNEICO IN SITU

A figura 19A mostra os efeitos das microinjecGes bilaterais e repetidas de veiculo ou de

DOI no RTN/pFRG, de preparacdes in situ, quando submetidas a hipocapnia (1% CO3), 60 min

apos a microinjecdes de DOI. A reducdo da presséo parcial de CO, do perfusato diminui o drive
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excitatorio dos neurbnios quimiossensiveis para 0s centros respiratorios, importantes para
geragdo do ritmo respiratério (MOLKOQOV et al., 2011). Sessenta minutos ap6s as microinjecoes
de DOI no RTN/pFRG de preparaces in situ, a exposi¢cdo a hipocapnia promoveu uma menor
reducdo da atividade respiratoria do PN (APN: -62+3 %, durante hipocapnia 60 min apos
microinje¢des; P<0,05, Figura 19B) quando comparado a reducdo da atividade PN de animais
que receberam microinje¢do de veiculo (APN: -82+4 %, durante hipocapnia 60 min apos

microinjecdes; Figura 17B).
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Figura 19. Limiar apnéico hipocapnico em preparagdes in situ que receberam
microinjecdes do agonista 5-HT2, DOI (ImM, 50nL; a cada 5 min), no RTN/pFRG. Painel
A: Registros da atividade do nervo frénico (PN) [original e integrado (J)] de preparacdes in situ,
representativas dos respectivos grupos, ilustrando as atividades basais 60 min apds as
microinjecbes no RTN/pFRG (veiculo, painel superior, ou DOI, painel inferior) e durante a
exposicao a hipocapnia (1% CO>). Painel B: Valores médios da variacdo na amplitude do nervo
frénico (PN), durante a exposi¢do a hipocapnia, de animais que receberam microinjecGes de
veiculo (n=4) ou DOI (n=9) no RTN/pFRG.

47 O LTF EXPIRATORIO E SIMPATICO INDUZIDO POR DOI NO RTN/pFRG
DEPENDEM DA ATIVAQAO DE RECEPTORES GLUTAMATERGICOS DO
RTN/pFRG

Estudos recentes mostram que a ativagdo de mecanismos serotoninérgicos, envolvido no

LTF respiratério, promovem a fosforilagdo dos receptores glutamatérgicos, aumentando a

amplitude da resposta celular mediada pela ativacéo 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 geracdo da expiracéo

ativa induzida pela ativacdo dos receptores 5-HT. em preparacGes in situ (Figura 19).

Especificamente, microinjecdes bilaterais de Kyn no RTN/pFRG, 60 min ap06s as microinje¢des
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de DOI, promoveram um aumento da frequéncia dos bursts do PN (251 e 31+2 bpm,
respectivamente antes e apds as microinje¢des de Kyn, P<0.05; Figura 20A), decorrente de
reducdes nos tempos inspiratorio (0,69+0,02 e 0,64+0,02 ms, respectivamente antes e ap0s as
microinjecdes de Kyn, P<0,05; Figura 20B) e expiratorio (1,7+0,1 e 1,2+0,1 ms, respectivamente
antes e apds as microinjeces de Kyn, P<0.05; Figura 20C). Além disso, microinjecGes de Kyn
no RTN/pFRG promoveram uma reducdo na amplitude dos bursts do PN (APN: 7+1 %, apds as
microinjecdes de Kyn, P<0,05; Figura 20D). Sobre a expiracéo ativa, as microinjecfes de Kyn
no RTN/pFRG reduziram, marcadamente, a atividade AbN na fase E-tardia induzida pelas
microinje¢des de DOI (AADN: 32+4 %, apos as microinjecfes de Kyn, P<0,05; Figura 20F), sem
alterar a atividade AbN na fase P-I (AAbN: 7+7 %, apds as microinjegdes de Kyn; Figura 20E).
Concomitante a reducdo da atividade AbN, microinjecfes de Kyn no RTN/pFRG reduziram a
atividade do tSN na fase E-tardia (AtSN: 21+4 %, apds as microinje¢des de Kyn, P<0,05; Figura
20I). Nao houve alteragdes na atividade do tSN nas fases inspiratoria (AtSN: 3+£2 %, apds as
microinjecdes de Kyn, P<0,05; Figura 20G) e P-1 (AtSN: 2+4 %, apds a microinje¢do de Kyn,
P<0,05; Figura 20H). Adicionalmente, a microinjecdo de acido quinurénico no RTN/pFRG de
animais que receberam a microinjecdo de DOI promoveu uma reducdo na pressdo de perfusdo
(66£1 vs 60+1 %, antes e ap0Os a microinjecdo de Kyn, P<0,05; Figura 20J). Microinjecdo de
Kyn no RTN/pFRG de animais que receberam microinje¢cdo do veiculo 60 min antes nédo
modificou nenhum parametro avaliado. Todos os valores estdo dispostos no quadro 6.
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Quadro 6: Efeito da microinjecdo bilateral de Kyn (100 mM, 50nL) no RTN/pFRG de
preparacdes in situ que receberam previamente a microinjecdo de veiculo (n=4) ou DOI (n=9)
sobre a frequéncia respiratéria (FR), tempo inspiratério (Ti), tempo expiratorio (Te), e atividades
dos nervos frénico (PN), abdominal (AbN) e simpatico toracico (tSN) durante as fases
inspiratoria (Insp), poés-inspiratoria (P-1) e expiratoria tardia (E-tardia) antes e ap0s a
microinjecdo de Kyn. * e *** - diferentes em relacdo ao basal, respectivamente, P<0,05 e
P<0,001.

Veiculo 60 min + Kyn DOI 60min +Kyn
Antes Depois Antes Depois
FR (bpm) 25+2 29+1 25+1 31+2*
Tempo inspiratorio (ms) 0,75+0,05 | 0,76+0,02 | 0,69+0,02 | 0,64+0,02*
Tempo expiratorio (ms) 1.6+0,1 1,30 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+ ***
Ativ. AbN P-1 (%) 100 100+4 100 93+7
Ativ. tSN inspiratorio (%) 100 96+3 100 97+2
Ativ. tSN P-1 (%) 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 microinjecdo de Kyn no RTN/pFRG sobre as atividades respiratoria e
simpatica de preparacdes in situ que receberam microinjecdes prévias de veiculo ou DOI.
Registros original e integrado (J) das atividades dos nervos simpatico toracico (tSN), abdominal
(AbN) e frénico (PN), de preparaces in situ representativas dos grupos veiculo (painel A) e DOI
(painel B), ilustrando o efeito das microinjec¢des bilaterais de Kyn no RTN/pFRG sobre o padréo

motor inspiratorio, expiratorio e simpatico.
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Figura 21. AlteracOes respiratorias e simpatica induzidas pela microinjecdo de Kyn no
RTN/pFRG de preparac0es in situ que receberam microinjecdo de veiculo ou DOI 60 min
antes. Valores médios das alteracdes na frequéncia de disparos dos bursts do nervo frénico (FR,
painel A), nos tempos inspiratorio (Ti, panel B) e expiratdrio (Te, painel C), na amplitude dos
bursts do nervo frénico (amplitude PN, painel D), na atividade abdominal (AbN) durante as fases
pos-inspiratoria (P-1, painel E) e expiratoria tardia (E-tardia, painel F), na atividade simpatica
toréacica (tSN) durante as fases inspiratéria (Insp, painel G), P-I (painel H) e E-tardia (painel 1) e
na pressdo de perfusédo (painel J) antes e depois da microinjecdo bilateral de Kyn no RTN/pFRG
de preparacdes in situ que receberam veiculo (n=4) ou DOI (n=9) também no RTN/pFRG 60 min
antes. * - diferente em relagéo ao basal, P<0,05.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, descrevemos, de forma inédita, que a exposicdo a HIA promove
facilitacdo a longo prazo (LTF) da atividade motora abdominal, denominado de LTF expiratorio,
caracterizando um novo e importante componente adaptativo ventilatorio a HIA. Além disso,
verificamos que este LTF expiratdrio parece ser fundamental para o desenvolvimento do LTF
simpatico, observado apds a exposicdo a HIA, uma vez que os niveis elevados na atividade
simpatica estavam acoplados ao aumento da atividade motora abdominal na fase E-tardia do
ciclo respiratério. Mostramos ainda que a geracdo do LTF expiratorio, induzido por HIA,
depende da ativacdo dos mecanismos serotoninérgicos do RTN/pFRG durante os episodios de
HIA. Nossos achados mostram também que a ativacdo repetida dos receptores serotoninérgicos,
especificamente os do tipo 5-HT., do RTN/pFRG, aumenta o drive excitatorio dependente de
COo, o qual, por sua vez, promove a geragdo de expiracao ativa e simpato-excitacdo, acoplados
na fase E-tadia do ciclo respiratorio, em condigdes basais de normocapnia e normodxia, sendo

mediado pela neurotransmissao glutamatérgica.

5.1 CONSIDERACOES METODOLOGICAS

No presente trabalho utilizamos dois modelos experimentais: um utilizando ratos
adultos anestesiados e respirando espontaneamente, com 0S nervos vagos intactos; e outro
preparacdes in situ de ratos jovens. O motivo de termos realizado 0s experimentos com
microinjecdo de veiculo ou ketanserina, antagonista dos receptores serotoninérgicos 5-HT2, no
RTN/pFRG, de animais anestesiados submetidos a HIA remete-se a dois fatores: 1) pela
presenca dos nervos vagos intactos, permitindo que o sistema respiratério funcione com as
informacOes aferentes dos receptores de estiramento pulmonar, as quais influenciam de forma
significativa sobre a geracdo da expiracdo ativa (LEMES; ZOCCAL, 2014); 2) problemas
técnicos de reduzida viabilidade das preparacdes in situ frente a HIA (30-40% de perdas).
Salientamos que apesar das preparages in situ serem decerebradas, artificalmente perfundidas e
ndo terem as informacOes aferentes dos receptores de estiramento pulmonar e dos
barorreceptores (uma vez que os pulmd@es estdo estaticos e a pressdo de perfusdo € inferior a
pressdo arterial e ndo pulsétil), elas apresentam uma série de vantagens para o estudo do sistema
respiratorio e simpatico, tais como: i) é livre dos efeitos depressores da anestesia; ii) exibe
padrdes de atividades simpatica e respiratoria comparaveis aqueles observados nos modelos
experimentais in vivo; iii) o acoplamento simpatico-respiratério é evidente; iv) os reflexos
cardiorrespiratdrios, tais como o baro- e o quimiorreflexo, estdo preservados; v) permite a

avaliacdo simultdnea de varios parametros cardiorrespiratorios, por meio dos registros da
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atividade eferente de diversos nervos motores, como, por exemplo, 0s nervos simpatico

torécico, frénico, vago e abdominal, bem como o registro da atividade neuronal (ZOCCAL;
PATON; MACHADO, 2009). Adicionalmente, as preparacdes in situ aqui exploradas
reproduziram todas as alteracdes descritas sobre a HIA obtidas em animais ndo anestesiados e
em animais anestesiados (LEMES et al., 2016). Nesse sentido, consideramos aqui que a
preparacéo in situ foi uma importante ferramenta experimental complementar, que nos permitiu a
analise do acoplamento simpatico-respiratério e do limiar apnéico em condicgdes livre de
anestesia, frente a ativacao de receptores especificos.

Nos experimentos com animais anestesiados (anestesia i.p. com uretana, respiracao
espontanea, a suplementacdo com O2 99), verificamos, de forma inesperada, que estes exibiram
elevados PaCO; basal (59-63 mmHg) e HCOs™ plasmatico (31,8 - 36,0 mM). Tem sido sugerido
gue a anestesia pode afetar o funcionamento normal do sistema respiratorio e causar retencdo de
CO2 (MAY et al., 2013). Além disso, hd também evidéncias de que uretana pode afetar a funcédo
renal e modificar os niveis de HCOs no sangue (ALFARO; PALACIOS, 1997). Portanto,
acreditamos que o aumento da PaCO> em nossos animais seja um efeito adverso da anestesia.
Apesar destas mudancas na PaCO, e HCOs  plasmatico, 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 niveis muito proximos aos valores fisiologicos, o processamento das respostas
respiratdrias a ativacdo dos quimiorreceptores centrais, incluindo a geracdo da atividade
abdominal induzida pela hipercapnia, ndo foram substancialmente modificadas, haja visto que:
1) nossos animais ndo apresentam hiperatividade abdominal em condi¢des basais (uma resposta
caracteristica para ativacdo do quimiorreflexo central); 2) prétons H* parece ser o estimulo mais
efetivo do que o CO na ativacdo dos neurdnios quimiossensiveis, pelo menos no RTN/pFRG
(WANG et al., 2013; KUMAR et al., 2015); e 3) recentemente demonstramos que a HIA evoca
respostas cardiorrespiratérias semelhantes em ratos conscientes, em ratos anestesiados com
respiracdo espontanea e em preparacdes de ratos in situ (LEMES et al., 2016). Portanto, apesar
das limitacOes observadas, acreditamos que nossos resultados ndo se restringem as nossas

condigdes experimentais.

5.2 HIA PROMOVE LTF EXPIRATORIO E SIMPATO-EXCITAC}AO MEDIANTE
ATIVA(;AO DOS RECEPTORES SEROTONINERGICOS NO RTN/pFRG.

Embora diferentes protocolos de HIA estejam descritos na literatura (por exemplo, nivel

de oxigénio, nimero e duracdo dos ciclos), existe um consenso entre os autores de que a HIA

induz LTF da atividade motora inspiratoria, incluindo as atividades dos nervos frénico (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 aereas superiores e musculos respiratorios parece contribuir
aumentando sustentado a ventilagdo minuto observado apés a HIA (TURNER; MITCHELL,
1997; OLSON et al., 2001). Em concordancia com estes achados, verificamos que preparagdes in
situ submetidas a HIA apresentaram aumento de longa duragdo na amplitude de disparo do nervo
frénico. Por outro lado, os ratos anestesiados com respiracdo espontanea e nervos vagos intactos
ndo mostram tal incremento na amplitude das contracbes do diafragma, mas exibiram um
aumento significativo na frequéncia respiratdria apos a HIA. As diferencas no padrdo do LTF
inspiratdrio, induzidos pela HIA, observado no presente estudo, podem estar atreladas a ativacao
de aferentes de feedback pulmonares, que estavam ausentes nas preparacdes in situ e podem ter
suprimido o aumento da amplitude do diafragma em animais anestesiados, porém causando um
aumento da frequéncia respiratoria.

Juntamente com LTF inspirat6rio, ambas as preparacoes, in situ e animais anestesiados,
também apresentaram um aumento progressivo na atividade motora expiratoria, persistindo por
pelo menos 60 min apds HIA. Vale ressaltar que nos experimentos realizados em in situ, 0s
niveis de CO. foram mantidos constantes, indicando que a hipdxia foi o principal estimulo para
desencadear 0 aumento da atividade expiratéria. Dados anteriores do nosso laboratério mostram
que este recrutamento dos musculos abdominais durante hipdxia ou hipercapnia ¢ acompanhado
por aumentos no fluxo expiratério e volume corrente (LEMES; ZOCCAL, 2014). Baseados
nisso, nds acreditamos que o LTF expiratorio represente um novo componente da resposta
ventilatéria compensatoria a HIA, possivelmente para recrutar volume de reserva expiratorio e,
em seguida, aumentar o volume corrente.

Estudos prévios mostram que a neurotransmissao serotoninérgica é fundamentalmente
importante como mediador do aumento da ventilacdo e LTF respiratorio em resposta a HIA, pelo
menos para a atividade inspiratéria (MILLHORN; ELDRIDGE; WALDROP, 1980; LOVETT-
BARR et al., 2006; LING, 2008). Estudos recentes de utilizando preparacdes in vitro e in vivo
mostraram que a ativacdo de receptores serotoninérgicos no RTN/pFRG promove aumento da
atividade dos neurbnios quimiossensiveis por um mecanismo independente da quimirrecepgao
(MULKEY et al., 2007) indicando o efeito excitatorio da 5-HT sobre a atividade dos neurdnios
do RTN/pFRG (MOREIRA; MULKEY, 2015; MULKEY et al., 2015). Lembrando também que
0s neurbnios do RTN/pFRG s&o importantes para a geracdo de expiracao ativa (ABDALA et al.,
2009; PAGLIARDINI et al., 2011), estudos nossos anteriores mostraram que o LTF expiratorio
evocado pela HIA é dependente da atividade dos neurénios do RTN/pFRG (LEMES et al.,
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2016), bem como da ativagdo dos mecanismos serotoninérgicos do RTN de animais mantidos
em condicBes basais de normoxia e normocapnia promovem o aparecimento do LTF expiratorio
(dados ndo publicados, Anexo 2).

Ha evidéncias mostrando que o RTN recebe uma importante inervacdo serotoninérgica
proveniente de neurdnios localizados no nucleo da Rafe (HAWRYLUK et al., 2012; HAWKINS
et al., 2015), especialmente da Rafe Obscurus, 0s quais também s&o ativados pela exposi¢do a
hipéxia (ERICKSON; MILLHORN, 1994). Desse modo, nossa hipdtese € que a exposicdo a
HIA promoveu uma ativacdo de longa duracdo dos neurbnios expiratorios do RTN/pFRG,
gerando expiracdo ativa mesmo apos o termino do estimulo. Isso pode ter envolvido mudangas
plasticas na excitabilidade dos neurénios 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 sinapticos excitatorios, proveniente, por exemplo, dos quimiorreceptores centrais
(MOLKOV et al., 2011; HUCKSTEPP et al., 2015) e do nlcleo do trato solitario
(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 episddios de HIA,
preveniu a manifestacdo do LTF expiratorio em ratos anestesiados respirando espontaneamente.
Estes resultados fornecem evidéncias de que 5-HT, agindo sobre os receptores 5-HT>, estimula o
oscilador expiratério do RTN/pFRG e transforma a expiracdo em um processo ativo mesmo
condicdes de repouso (hiperoxia/normocapnia). Este mecanismo dependente de serotonina no
RTN/pFRG é recrutado durante a exposi¢cdo aguda HI e contribui para o desenvolvimento de
hiperatividade abdominal e, consequentemente, simpatica de longo prazo apds os episédios de
hipdxia.

Estudos nossos anteriores mostraram que a inibicdo do RTN/pFRG foi capaz de
eliminar o LTF expiratorio e o aumento da presséo arterial induzido pela HIA (LEMES et al.,
2016). Alem disso, estudos prévios mostram que a geracdo dos disparos E-tardios na atividade
simpatico de ratos submetidos & HI cronica (10 dias de exposi¢do) dependem da presenca de
correntes excitatdrias adicionais durante a fase E-tardia (Moraes et al., 2013) e sdo eliminados
com a diminuicdo do drive respiratdrio, por meio da exposi¢do a hipocapnia (Molkov et al.,
2011). Estudos realizados por (DICK et al., 2007) sugerem que o LTF simpético possa ser
decorrente, em parte, de alteracfes na atividade de neurdnios respiratorios, uma vez que 0s niveis
mais elevados de atividade simpatica, ap6s a HIA, estiveram sincronizados com o ciclo
respiratorio. Por outro lado, (XING; PILOWSKY, 2010) mostraram que o LTF simpatico
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induzido pela HIA ocorreu na auséncia do LTF frénico, contrastando a ideia de que mecanismos
de acoplamento simpatico-respiratorio central pode contribuir para o LTF simpético apds HIA.
No presente estudo mostramos que 0 aumento progressivo na atividade simpatica, apos HIA, em
preparacdes in situ, foi correlacionada com o desenvolvimento de LTF expiratério. De fato, a
andlise do padrdo simpatico revelou a presenca de novos picos de atividade durante a fase
expiratéria tardia, apés a HIA, juntamente com o aparecimento de disparos E-tardios na
atividade abdominal. Tais observacgdes, em conjunto com os dados na literatura, reforcam a ideia
que o desenvolvimento de niveis elevados da atividade simpatica em resposta a HIA depende,
em parte, de modificagdes no padrdo respiratorio e o aparecimento da expiracao ativa.

Sabe-se que a HIA é capaz de induzir plasticidade também no endotélio vascular,
aumentando seu mecanismo de vasodilatacdo, via ativacdo de canais de potassio ativados por
calcio (BKca), como medida antagbnica ao efeito hipertensor arterial induzido pela repeticao a
hipoxia (KRAUSE et al., 2015; GUAN et al., 2016; UYAR; DAVUTOGLU, 2016).
Adicionalmente, estudos prévios demonstram que a exposicao a HIA promove uma facilitacdo
do controle barorreflexo da atividade simpatica (XING; PILOWSKY, 2010) e da frequéncia
cardiaca (LEMES et al., 2016). Talvez tenha sido esta a razdo de ndo termos observado, de
forma consistente, os efeitos do LTF simpatico no aumento da pressdo arterial em ratos
anestesiados submetidos a HIA.

Em conjunto, nossos dados mostram que a 5-HT exerce um importante efeito
modulatorio excitatorio na atividade dos neurdnios do RTN/pFRG. Tal efeito é determinante na
expressao do LTF nas atividades expiratoria e simpatica, como um mecanismo compensatorio

frente a exposicdo a HIA.

5.3 GERACAO DE EXPIRACAO ATIVA E SIMPATO-EXCITACAO NA FASE E-
TARDIA EVOCADAS PELO CO: DEPENDEM DA NEUROTRANSMISSAO
GLUTAMATERGICA NO RTN.

Estudos recentes descrevem o RTN/pFRG como uma importante area envolvida com a
quimiorrecepcdo central, por conter neurbnios glutamatérgicos (HOLLOWAY et al., 2015)
capazes de responder, intrinsecamente, as alteracGes de CO2 e pH no sangue arterial (MULKEY
et al., 2004; GUYENET; STORNETTA; BAYLISS, 2010), e por enviar sinais excitatorios para
regides que regulam a respiracdo (LI; NATTIE, 2002). As projecdes excitatorias do RTN/pFRG,
mediadas por glutamato, para a coluna respiratéria ventral sdo direcionadas aos neurdnios pré-
inspiratorios do complexo pré-Botzinger, aumentando a amplitude do disparo do nervo frénico e,

consequentemente, aumentando a atividade respiratoria durante a hipercapnia (RUBIN et al.,
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2011; BOCHORISHVILI et al., 2012; TAKAKURA et al., 2014). Condizente com estas
informagdes, observamos que a exposicdo a hipercapnia promoveu aumento na atividade do
nervo frénico, apresentando aumento na sua amplitude de disparo e reducdo do tempo
inspiratorio. Além disso, a microinjecdo de Kyn no RTN/pFRG durante a hipercapnia 8% néo
alteraram o perfil de disparo do nervo frénico, aumentado pelo COx. Isso indica que, de fato, a
geracdo da excitacdo a respirar ao COy, é intrinseca a atividade dos neurdnios quimiossesiveis do
RTN/pFRG e ndo depende de projecdes excitatorias que ali convergem.

Evidéncias experimentais recentes mostram que estes neurdnios glutamatérgicos do
RTN/pFRG e com atividade quimiossensivel, que detém um fator de transcricdo chamado
PHOX2B, sdo também peca chave na geracdo de expiracdo ativa em condi¢cdes de hipercapnia
(MARINA et al., 2010). Esta geracdo de expiracdo ativa desenvolvida pelo RTN/pFRG parece
ser originada por neurdnios expiratorios condicionais, que exibem potenciais de acao na fase E-
tardia do ciclo respiratdrio, os quais séo silentes em repouso mas disparam ritmicamente em
condigBes de hipercapnia, hipdxia ou drive inibitério reduzido (ABDALA et al., 2009;
PAGLIARDINI et al., 2011; MORAES et al., 2012). Sugere-se que tais neurénios expiratorios
do RTN/pFRG fornecam sinais excitatdrios para os neurénios expiratorios pré-motores da coluna
respiratdria ventral (SILVA et al.,, 2016) e gerem disparos E-tardios na atividade motora
abdominal (MOLKOV et al., 2011; HUCKSTEPP et al., 2015). Contudo, ainda ndo ha
evidéncias se tais neurdnios expiratorios do RTN/pFRG constituam uma populagdo neuronal
distinta dos neurbnios quimiossensiveis desta regido. Estudos de (HUCKSTEPP et al., 2015),
utilizando a técnica de optogenética, mostrou que o RTN/pFRG, do ponto de vista anatdmico,
contém duas populacBes. Contudo, esses autores nao apresentaram evidéncias sobre as
caracteristicas funcionais destes neurdnios em suas respectivas areas. Ndo obstante, evidencias
recentes sugerem que a populacdo de neurbnios quimiossensiveis do RTN/pFRG esteja
localizada na porcdo medial deste nlcleo e os neurdnios expiratorios perfacam a por¢cdo 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 populacfes distintas de neur6nios,
uma com atividade quimiossensivel, responsavel pela deteccdo ao CO2 e ao pH, e outra
responsavel pela geracdo de expiracdo ativa, porém ndo intrinsicamente quimiossesivel. Tais
observacdes sdo amparadas pelos nossos experimentos mostrando que microinjecdo de Kyn no
RTN/pFRG durante hipercapnia 8% n&o alterou a resposta do nervo frénico, mas foi
determinante em abolir o aumento da atividade motora expiratéria na fase E-tardia. N&o
descartamos a possibilidade da microinjecédo de Kyn no RTN/pFRG, durante a hipercapnia, ter

atuado em areas vizinhas que tambem possuam neurdnios expiratorios, como por exemplo o
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complexo Botzinger. Conduto, (MORAES et al., 2012) mostrou que Kyn no Bo6tC altera,
principalmente, a atividade P-1 do nervo abdominal e ndo a E-tardia. Com base nestas
informacdes, propomos que 0s neurénios quimiossensiveis do RTN/pFRG estabelecem contato
sinaptico excitatorio, mediado por glutamato, sobre os neurbnios expiratorios quando em
hipercapnia, afim de amplificar a resposta ventilatoria para a remocdo do CO> sanguineo. Nossas
sugestBes sobre tal rede sindptica do RTN ainda sdo preliminares e demandam de estudos
eletrofisiologicos para serem comprovados.

Além da geracdo de expiracdo ativa, os neurdnios do RTN/pFRG contribuem para a
excitacdo dos neurdnios pré-motores simpaticos do regido rostral ventrolateral do bulbo (RVLM)
(MOREIRA et al., 2006; GUYENET, 2014), considerada a principal fonte de sinais excitatdrios
para neurdénios pré-ganglionares simpaticos da medula espinhal (ROSS et al., 1984a). Estudos
recentes mostram que 0s neurénios simpaticos da RVLM podem apresentar um aumento da sua
frequéncia de despolarizacdo durante a fase E-tardia do ciclo respiratorio, a qual parece depender
de inputs excitatdrios vindos de neurdnios expiratorios do RTN/pFRG (MOLKOV et al., 2011;
MORAES et al., 2013; BARNETT et al., 2016). Estes dados também véo de acordo com nossos
estudos prévios (LEMES et al., 2016) mostrando que a inibicdo farmacologica do RTN/pFRG
com muscimol aboliu a expiracdo ativa e 0 aumento da presséo arterial induzidos por HIA. Tais
informacdes sugerem que a geracao da atividade expiratéria ativa abdominal é importante para a
simpato-excitacdo observada no nervo simpatico toracico. Em concordancia com estes achados,
no presente trabalho mostramos que a exposicao a hipercapnia 8% também promoveu aumento
da atividade simpatica eferente na fase E-tardia do ciclo respiratorio, a qual, por sua vez, estave
atrelada ao aumento da atividade abdominal E-tardia, indicando que a geragéo de expiragdo ativa
parece ser determinante para a simpato-excitacdo observada durante exposicdo ao CO,. Além
disso mostramos que o antagonismo dos receptores glutamatérgicos do RTN/pFRG, durante a
exposicao a hipercapnia, aboliu, seletivamente, a simpato-excitacdo da fase E-tardia acoplada a
hiperatividade E-tardia abdominal. N&o obstante, mostramos que a reexposi¢cdo ao CO2 60min
apos a microinjecao restaurou a resposta abdominal, com aumento da atividade E-tardia, bem
como a simpato-excitacdo E-tardia acoplada ao incremento abdominal, indicando que nossos
efeitos foram, de fato, relacionados ao antagonismo dos receptores ionotrépicos do glutamato na
regido do RTN/pFRG. Por outro lado, o aumento da atividade simpatica durante a fase P-I1 ndo
foi alterado pelo antagonismo dos receptores glutamatérgicos no RTN, sugerindo que o0s
neurdnios da RVLM recebem outros sinais excitatorios durante a fase expiratéria, além dos
neurdnios do RTN/pFRG.
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Neste sentido, nossos dados suportam a ideia que durante a exposicao a hipercapnia, 0s
neurbnios quimiossensiveis do RTN/pFRG promovam excitagdo dos neurbnios expiratorios,
também do RTN/pFRG, para aumentar a ventilacdo (JENKIN; MILSOM, 2014; LEMES;
ZOCCAL, 2014), os quais, por sua vez, induzem a hiperatividade dos neurbnios simpaticos do
RVLM na mesma fase E-tardia do ciclo respiratério (ZOCCAL et al., 2007; MOLKOV et al.,
2011; MORAES et al., 2013) na tentativa de reduzir a perfusdo do CO para os tecidos. Em
conjunto, esses resultados reforcam a ideia que o aumento da atividade simpatica durante a fase
E-tardia € um importante componente do padrdo de expiracdo ativa, € que Seu surgimento
depende da ativacdo dos neurdnios expiratorios do RTN/pFRG. Estudos ainda sdo necessarios
para verificar a forma como os neurbnios expiratérios do RTN/pFRG interagem com o0s
neurdnios pré-simpaticos da RVLM, bem como o significado fisiologico do aumento da

atividade simpatica durante a fase E-tardia.

5.4 ATIVACAO DE MECANISMOS SEROTONINERGICOS NO RTN/pFRG INDUZ
SENSIBILIZACAO DOS NEURONIOS QUIMIOSSENSIVEIS.

Da mesma forma que pareca existir um consenso na literatura no que diz respeito a HIA
promover LTF respiratorio, 0 mesmo parece acontecer quando se fala que o LTF respiratorio ou
simpatico dependem da ativacdo 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 sintese de triptofano hidroxilase (precursor da serotonina), atenuou o LTF
respiratorio induzido pela ativagéo repetida do corplsculo carotideo. Seguindo essa mesma linha
de raciocinio, (MACFARLANE; MITCHELL, 2009) demonstraram que injecdes repetidas de
serotonina (3 x, a cada 5 min) no ndcleo motor do frénico promovia a geracdo do LTF na
atividade do nervo frénico. Estudos anteriores mostraram que a ativacdo dos receptores
serotoninérgicos, especificamente os receptor do tipo 5-HT>, parece estar relacionado ao LTF
respiratorio e simpéatico (KINKEAD; MITCHELL, 1999; XING; PILOWSKY, 2010), por meio
da facilitacdo ou sensibilizacdo na atividade neuronal (HOFFMAN; MITCHELL, 2011,
PAMENTER; POWELL, 2013). Evidéncias obtidas em culturas de células descrevem que a
sensibilizagdo induzida por um estimulo, por exemplo a hipdxia, tende a aumenta a
excitabilidade elétrica da célula sensibilizada, promovendo a mobilizacio de Ca?', afim de
amplificar a resposta sensorial ao préoprio estimulo (JACKSON; NURSE, 1995; STEA et al.,
1995; PAWAR et al., 2008). No que diz respeito aos quimiorreceptores centrais, a sensibilizacdo

induzida por HI parece refletir em alteragdo no limiar de deteccdo de CO2, aumentando o drive
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excitatorio dependente de CO2 para 0s neurdnios geradores da respiracdo, ainda que a PaCO>

esteja semelhante as condigdes basais (MOLKOV et al.,, 2011; DEMPSEY et al., 2014;
BARNETT et al., 2016). Nossos resultados mostram que a ativacdo repetida dos receptores 5-
HT, do RTN/pFRG parece promover uma sensibilizacdo dos mecanismos relacionados a
deteccdo de COg, visto que a exposicao a hipocapnia resultou em uma menor queda da atividade
respiratdria dos animais que receberam microinjecdo de DOI no RTN/pFRG. Isto sugere que 0s
neurdnios quimiossensiveis do RTN/pFRG, apos a ativacdo dos receptores 5-HT2, envie um
maior drive excitatorio para os neurdnios geradores do padrdo e ritmo respiratorio, ainda que
niveis CO2 ndo tenham se modificado.

No presente trabalho, também demonstramos, e em primeira mdo, que a ativacao
repetida e especifica dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT2 no RTN/pFRG promove LTF
nas atividades inspiratoria, expiratdria e simpatica, perdurando por no minimo 1 h apds as
microinjecdes no RTN/pFRG em preparaces in situ. Os mecanismos pelos quais a ativagéo dos
receptores serotoninérgicos promove o LTF respiratorios e simpatico, parece ser dependente da
neurotransmissao glutamatérgica, uma vez que nossas injecdes de Kyn foram efetivas reverter
tais aumentos respiratdrio e simpatico. Nesse sentido, é possivel que a ativacdo dos receptores 5-
HT, possam ter causado uma facilitacdo/sensibilizacdo da neurotransmissdo glutamatérgica no
RTN (HOFFMAN; MITCHELL, 2011; PAMENTER; POWELL, 2013). Estudos demonstram
que a ativacdo da proteina Gg, acoplada aos receptores serotoninérgicos, como nos receptor 5-
HT,, ativam a proteina cinase C (PKC), a qual, induz a producdo e liberagdo do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) em neurdnios (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 fosforilagdo dos receptores
glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), envolvidos na geracdo do LTF
ventilatorio (HOFFMAN; MITCHELL, 2011). Por outro lado, hd também evidéncias de que a
ativacdo da proteinas Gs, via receptor 5-HT7 (HOFFMAN; MITCHELL, 2011), ativa a proteina
cinase A (PKA), que estimula o TrkB a fosforilar a proteina cinase B (Akt), a qual também
promove a fosforilagdo do receptor NMDA no neurdnio pos-sinaptico (PAMENTER; POWELL,
2013). Tal incorporagdo do fosfato ao receptor NMDA, na face interna da membrana, parece
amplificar a resposta excitatoria evocada pelo seu ligante, o glutamato (DEVINNEY et al., 2013;
PAMENTER; POWELL, 2013). Interessantemente, a sinalizagdo da Akt parece também
contribui para a incorporagdo de novos receptores glutamatéergicos do tipo AMPA (alfa-amino-3-

hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico) na membrana do neurbénio pos-sindptico, amplificando
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ainda mais a resposta ao glutamato (BOCCHIARO; FELDMAN, 2004; MORALES et al., 2006;

FORTIN et al., 2012; TSAIl et al., 2013). Adicionalmente, estudos recentes também
demonstraram que a ativacdo dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT, aumentam a
transmissdo glutamatérgica por mecanismos tanto pré- como pdés-sinapticos, aumentando a
liberacdo de glutamato e incrementando a amplitude dos potenciais pos-sinapticos excitatdrios
glutamatérgicos por inducdo de corrente de sodio sub-limiar nos dendritos apicais, em neur6nios
piramidais (AGHAJANIAN; MAREK, 1997; CIRANNA, 2006). Nesse sentido, propomos que
durante os episodios de HIA ocorra a ativacdo dos receptores 5-HT> no RTN, advinda
provavelmente da Rafe (ERICKSON; MILLHORN, 1994), a qual induz sensibilizacdo dos
neurbnios quimiossensiveis e expiratorios, mediada pela neurotransmissao glutamatérgica,
gerando LTF inspiratdrio, expiratorio e simpatico em repouso (homoxia e normocapnia) (Figura
22).
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Figura 22. Figura ilustrativa de com a ativacdo serotoninérgica promove aumento da
liberacdo de glutamato e fosforilagdo do receptor glutamatérgico. Figura esquematica
mostrando a possivel interacdo do neurdnio serotoninérgico com o neurénio do RTN/pFRG
durante hipoxia. Na porcédo superior e lateral da figura temos o terminal pré-sinaptico (neurénio
serotoninérgico), que é estimulado em situacdo de hipdxia a liberar serotonina na fenda sinaptica
com o neurbnio do RTN/pFRG. Na fenda sindptica temos trapézios azuis — representando
serotonina; circulos vermelhos - representando glutamato (liberado pelo neurénio
quimiossensivel do RTN/pFRG); e circulos verdes — representando Ca?*. Na porgéo inferior,
temos o0 receptor serotoninérgico 5-HT> no terminal pré- e pos-sinaptico (neurénio do
RTN/pFRG), sendo ativado por seu ligante. A alteragdo conformacional do receptor, apos a
ligacdo do ligante, altera a afinidade da proteina G, acoplada ao receptor 5-HT>, ao GDP na
subunidade alfa, ocorre entdo uma troca do GDP por um GTP citosolico. A ligagdo de GTP na
subunidade alfa da proteina G ativa ambas as subunidades, alfa e beta-gama, promovendo entéo
a dissociagéo das subunidades alfa da beta-gama. A subunidade alfa da proteina G, por sua vez,
ird promover a ativacdo de proteinas alvo e estas a ativacdo de segundos mensageiros. Por
conseguinte, estes segundos mensageiros irdo promover o aumento da liberagdo de glutamato
(neurdnio pré-sindptico) e a fosforilagdo de receptores ionotrépicos glutamatérgicos (neurdnio
pos-sinaptico). Quando fosforilados, os receptores glutamatérgicos amplificam a corrente
excitatoria de entrada quando ativados por seu ligante.
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CONCLUSAO

Dentro do contexto da HI, podemos concluir que durante a exposi¢do a HI, mecanismos
serotoninérgicos sdo recrutados por sinais excitatorios dos quimiorreceptores periféricos e
ativam diversas areas do sistema nervoso central a fim de promover ajustes cardiorrespiratorios
que restaurem a falta de oxigénio sanguineo. A ativacdo destes mecanismos serotoninérgicos,
especificamente no RTN/pFRG e mediados pela estimulacdo dos receptores 5-HT»>, promove
sensibilizacdo tanto dos neurbnios quimiossensiveis como dos neurbnios expiratérios,
aumentando a atividade de tais neurénios por mecanismos gque envolvem a neurotransmissao
glutamatérgica. Consequentemente a sensibilizacdo, o sinal excitatorio dependente de COp,
proveniente dos neurdnios quimiossensiveis, torna-se amplificado, e resulta no aparecimento do
padrdo expiratorio ativo e hiperatividade simpatica em condi¢des de normocapnia. Nesse sentido
esta sensibilizacdo dos neurdnios quimiossensiveis, mediada pela 5-HT, parece estar relacionada
ao desenvolvimento de hiperatividade simpatica e hipertensao arterial observados em condi¢es
de HI cronica, 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 esquematica ilustrando os possiveis mecanismos pelos quais a HIA
promove as alteracBes respiratérias e simpaticas. Figura esquematica mostrando como,
provavelmente, a HIA promove LTF inspiratdrio, expiratorio e simpatico. Durante episddios
hipoxémicos, os quimiorreceptores localizados no corpusculo carotideo e arco adrtico enviam
projecOes excitatdrias para o sistema nervoso central, no nicleo do trato solitario (NTS). Do
NTS, estas informacbes sdo processadas e direcionadas aos nucleos da rafe. A excitacdo
promovida pelo NTS, estimula os neurbnios serotoninérgicos do RTN/pFRG a liberarem
serotonina sobre os neurbnios do ndcleo retrotrapezoOide, tanto quimiorreceptores como
expiratérios. Nestes neurbnios, a ativacdo dos receptores setoroninérgicos irdo ativar a proteina
G acoplada, a qual, por sua vez ira dissociar a subunidade alfa da beta-gama, mediante ligacao
do GTP. Na sequéncia a subunidade alfa ira ativar proteinas alvo, as quais também irdo ativar
mensageiros secundarios intracelulares. Estes mensageiros secundarios irdo promover a
fosforilacdo dos receptores ionotrépicos glutamatérgicos também do RTN/pFRG. Uma vez
fosforilados, os receptores glutamatérgicos irdo amplificar a corrente excitatéria de entrada nos
neurénios do RTN/pFRG. Este mecanismo exercer um efeito sensibilizador nos neurdnios
serotoninérgicos do RTN/pFRG, alterando o limiar de detecgdo ao COg, para niveis inferiores
aos basais. Nesse sentido, mesmo em condi¢Ges de norméxia e normocapnia, 0S neurdénios
passaram a disparar as respostas do quimiorreflexo. Este reflexo inclui a excitagdo dos neurdnios
inspiratorios do complexo pré-Botzinger e pré-motores inspiratorios do grupo respiratorio
ventral rostral, aumentando a amplitude e reduzindo o tempo inspiratorio do nervo frénico, a
qual € mediada pela atividade do neurdnio quimiossensivel. O neur6nio quimiossensivel também
aumenta a excitacdo dos neurdnios expiratorios do RTN/pFRG, via glutamato. A maior
excitacdo dos neurdnios expiratérios do RTN/pFRG, ja sensibilizados pela projecao
serotoninérgica, promove excitacdo dos neurénios prémotores expiratorio do grupo respiratorio
ventral caudal, os quais aumentam a atividade motora expiratoria na fase E-tardia do ciclo
respiratdrio, tornando a expiragdo um processo ativo. Além disso, 0s neurénios expiratorios do
RTN/pFRG também irdo excitar os neurdnios pré-motores simpaticos da regido rostral
ventrolateral do bulbo, gerando aumento da atividade simpética durante a fase E-tardia,
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coincidente com o disparo da atividade motora abdominal. Este mecanismo parece ser 0 mesmo
que acontece na fisiopatologia da apneia obstrutiva do sono, relacionando as alteracGes
respiratorias com o desenvolvimento de hiperatividade simpatica e hipertenséo arterial.
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Abstract

Aim: Acure intermirtent hypoxia (AIH) promores persistent increases in
ventilation and sympathetic activity, referred as long-term facilitarion
(LTF). Augmented inspiratory activity is suggested as a major component
of respiratory LTF. In this study, we hypothesized that ATH also elicits a
sustained increase in expiratory motor activity. We also investipared
whether the expiratory LTF contributes to the development of sympathetic
LTF after ATH.

Methods: Rats were exposed to AIH (10 x 6-7% Os for 45 s, every
5 min), and the cardiorespiratory parameters were evaluated during
60 min using in vivo and in situ approaches.

Results: In unanesthetized conditions (1 = 9), AIH elicited a modest but
sustained increase in baseline mean arterial pressure (MAP, 104 + 2 vs.
111 £ 3 mmHg, P < 0.05) associated with enhanced sympathetic and res-
piratory-related variabilities. In the in situ preparations (n=9), AIH
evoked LTF in phrenic (33 £ 12%), thoracic sympathetic (75 = 25%)
and abdominal nerve activities (69 £ 14%). The sympathetic overacrivity
after ATH was phase-locked with the emergence of bursts in abdominal
activity during the late-expiratory phase. In anesthetized vagus-intact ani-
mals, AIH increased baseline MAP (113 =3 wvs. 122 £+ 2 mmHpg,
P < 0.05) and abdominal muscle activity (535 = 94%), which were elimi-
nated after pharmacological inhibition of the retrotrapezoid nucleus/
parafacial respiratory group (RTN/pFRG).

Conclusion: These findings indicate that increased expiratory activity is
also an important component of ATH-elicited respiratory LTF. Moreover,
the development of sympathetic LTF after ATH is linked to the emergence
of active expiratory pattern and depends on the integrity of the neurones
of the RTN/pFRG.

Keywords active expiration, acute intermittent hypoxia, sympathetic
activity.

Neural plasticity is an important property of the respi-
ratory network and underlies adjustments in the
respiratory  function (e.g. chemosensitive gain) and
motor output (inspiratory and expiratory muscle

performance) in response to vigorous stimuli ( Mitchell
& Johnson 2003}, This plasticity is observed afrer the
exposure to acute intermittent hypoxia (AIH) — brief
episodes of low oxygen mterspersed with peniods of
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reoxygenation (Millhorn ef al. 1980, Baker & Mitch-
ell 2000). Experimental evidence obtained in different
animal species, including cats, dogs, rats, goats and
humans {Millhorn et al. 1980, Cao et al. 1992, Haya-
shi et al. 1993, Turner & Mitchell 1997, Aboubakr
et al. 2001, Chowdhuri et al. 2008), demonstrates
that AIH promotes a compensatory and long-lasting
(=1 h) increase in respiratory motor activity, referred
as ventilatory long-term facilitation (LTF). It has been
suggested that the expression of the ventilatory LTF is
primarily dependent on changes in inspiratory motor
output, mamnly enhanced phrenic and hypoglossal
nerve activities (Bach & Mitchell 1996, Baker &
Mitchell 2000) resulting in increases in both the ndal
volume (Olson et al. 2001, McGuire et al. 2004) and,
to a lesser extent, in the respiratory frequency (Turner
& Mitchell 1997).

In addition to the ventilatory LTF, a persistent
increase in the sympathetic nerve activity has been
reported after ATH exposure (Leuenberger et al. 2005,
Dick et al. 2007, Xing & Pilowsky 2010). Studies by
Dick et al. (2007) described that ATH increased both
phrenic and splanchnic sympathetic nerve activities in
anesthetized rats. The authors also reported that the
elevation in the sympathetic activity after AIH was
not tonic, but entrained with the respiratory activity,
suggesting that the mechanisms of coupling between
sympathetic and respiratory activities underlie the
emergence of AlH-induced sympathetic LTE. In con-
trast, studies by Xing & Pilowsky (2010) demon-
strated that anesthetized rats presented a robust
increase in the splanchnic sympathetic activity after
AIH even in the absence of the phrenic LTF, indicat-
ing that changes in the respiratory acovity, or at least,
in the inspiratory drive, may not be required for the
emergence of the sympathetic LTF induced by AIH.

During acute hypoxia (Dick et al. 2004} or chemical
activation of peripheral chemoreceptors (Moraes et al.
2012), the actviry

increases predominantly during the expiratory period.

vasoconstrictor  sympathetic
Moreover, rats exposed to either chronic intermittent
hypoxia or sustained hypoxia develop hypertension,
exhibited

increased discharge frequency of the ventromedullary

baseline  sympathenc  overactivity  and
pre-sympathetic neurones during expiration (Zoccal
et al. 2008, Moraes et al. 2013, 2014). These data indi-
cate that both acute and chronic peripheral chemoreflex
activation enhances sympathetic nerve outflow during
the expiratory phase, increasing the vascular resistance
and then the arterial pressure levels.

Based upon these observations, we hypothesized
that the persistent increase in baseline sympathetic
activity following AIH exposure depends, at least in
part, on changes in the respiratory network and
results from the development of LTF in the expiratory
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motor activity. To check this possibility, in this study,
we evaluated the cardiovascular parameters in unanes-
thetized rats and recorded the activity of phrenie,
abdominal and sympatheoc nerve activites in the
decerebrated arterially perfused in situ rat prepara-

before and afrer AIH. In anesthetized rats
exposed to AIH, we also performed the pharmacologi-

tons

cal inhibition of the retrotrapezoid nucleus/parafacial
respiratory group (RTN/pFRG) - a region crincally
involved in the generation of active expiratory pattern
(Abdala et al. 2009, Pagliardini ef al. 2011, Moraes
et al. 2012) - and recorded the arterial pressure levels
and the diphragmatc and abdominal activities in
order to verify the potential source of excitatory drive
to generate the sympathetic and expiratory LTF after
ATH.

Material and methods

Animals and ethical approval

Juvenile male Holtzman rats (70-80 g, n =9) and
adult male Wistar rats (290-320 g, n = 14) were used
in this study. Animals were housed at controlled con-
ditions of temperature (22 £ 1 °C) and humidity (50—
60% ) under a 12-h light/dark cycle (lights on at 07:00
am) with free access to rat chow and water. The
experimental procedures followed the guidelines of
the Brazilian National Council for Animal Experimen-
tation Control (CONCEA) and the US Nanonal Inst-
tutes of Health (NIH, publication no. §5-23, 1996).
All experimental protocols were authorized by the
Local Ethical Committee in Animal Experimentation
of the School of Dentistry of Araraguara (protocol 21/
2012) and the Federal University of Santa Catarina
(protocol PPOD543).

Measurements of cardiovascular parameters in
unanesthetized rats

Twenty-four hours before the experiments, a group of
adult animals (290-320 g) were anesthetized with
60 mg kg™ ', Lp.) and xylazine
(10 mg kg™ ', i.p.) and a polyethylene catheter (PE-10
connected to PE-50; Clay Adams, Parsippany, NJ,
USA) was inserted into the abdominal aorta through
the femoral artery for recordings (PowerLab 4/25,
ML845; ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia;

2 kHz sampling rate) of pulsatile arterial pressure

ketamine

(PAP, mmHg), as previously described (Zoccal et al.
2009a). Mean arterial pressure (MAP, mmHg) and
heart rate (HR, beats per minute — bpm) were caku-
lated from PAP (Chart Pro, ADInstruments).
Beat-by-beat time series of the systolic arterial pres-
sure (SAP} and pulse interval (PI) were extracted from

2 w2 2016 Scandinavian Physiological Society. Published by John Wiley & Sons Led, doi: 10,111 1apha 12661
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the last 30 min of the PAP recordings to determine
the autonomic and respiratory modulation of the car-
diovascular system through the analysis of variability,
as previously described (Zoccal et al. 20092, Moraes
et al. 2014). Briefly, arterial pressure and heart rate
oscillations at low-frequency range (LF) are represen-
tative of the modulatory effects of the sympathetic
activity controlling vascular tonus and the heart actv-
ity, whilst oscillations at high-frequency range (HF}
are associated with the respiratory or parasympathetic
modulation of blood vessels and the heart respectively
(Malliani et al. 1991, Bernardi et al. 2001). The over-
all variahility of the SAP and Pl was assessed in the
frequency domain using fast Fourier transform spec-
tral analysis (Cardioseries Software v2.4, available on
het ps:ffwww sites.google.comfite/cardioseniesthome).
The power of the oscillatory components obtained
from rats of the control and AIH groups was quanti-
fied in two frequency bands: LF (0.20-0.75 Hz) and
HF {0.75-3.0 Hz) (Cerutti ef al. 1991, Malliani et al.
1991, Zoccal et al. 2009a). Oscillations lower than
0.20 Hz were not considered. In addition to the spec-
tral analysis of arterial pressure and heart rate, we
determined  the
(SBG) using the ramp sequence method (Cardioseries
Software v2.4). The overall SBG was determined by
the average of the linear regression slopes (in
ms mmHg ™'} berween the SAP and the subsequent Pl
sequences (Zoccal et al, 2009a).

also spontaneous baroreflex  gain

In situ working heart—brainstem preparation

Working heart-brainstem preparations (Paton 1996}
were surgically prepared, as previously described
(Zoceal et al. 2008). Briefly, the juvenile rats (70—
80 g) were deeply anesthetized with halothane (Astra-
Zeneca, Cotia, SP, Brazil) until the loss of the paw
withdrawal reflex. The animals were then transected
caudal to the diaphragm, submerged i a chilled
Ringer solution (in mu: NaCl, 125; NaHCO,, 24;
KCL 3; CaCly, 2.5; MgS0y, 1.25; KH POy, 1.25; dex-
trose, 10), decerebrated at the pre-collicular level and
transferred to a recording chamber. The descending
aorta was cannulated with a double-lumen cannula
and perfused retrogradely (21-25 mL min~"; Watson-
Marlow 502s, Falmouth, Cormwall, UK} with modi-
fied Ringer solution containing 1.25% polyethylene
glycol (an oncotic agent, Sigma, S5t Louwis, MO, USA},
sodium  lactare (2 mm) and vecuronium bromide (a
neuromuscular blocker, 34 pug mL™"). The perfusate
was continuously gassed with 5% COy -95% O3 and
warmed to 31-32 °C. The perfusion pressure was kept
between 50 and 70 mmHg by adding vasopressin to
the perfusion solution (0.6-1.2 nu; Sigma). Lefr phre-
(PN}, abdominal

nic nerve right thoracic/lumbar

EW Lemes et al « Expiratory-sympathetic coupling after AlH

nerves (AbN; T13-L1) and left sympatherc chain
(tSN; T8-T12 level) were carefully isolated, and their
central activity were recorded, as previously described
(Zoceal et al. 2008, Moraes et al. 2012). The signals
were amplified, band-pass fileered (0.1-3 kHz; P511;
Grrass Technologies, Middleton, USA) and recorded at
5 kHz sampling rate (CED micro 1401; Cambridge
Electronic Design, CED, Cambridge, UK). At the end
of the experiments, the perfusion pump was turned
off to determine the electrical noise (after the death of
the preparations).

The analyses were performed on rectified and
smoothed signals (50 ms) using Spike 2 software
(CED} after noise subtraction (Zoccal et al. 2008,
Moraes et al. 2012). PN activity was assessed by its
burst frequency (cycles per minute, cpm) and ampli-
tude (V). The times of inspiration and expiration {ex-
pressed  In o seconds) estimated  from  the
measurements of PN burst length and burst interval
respectively. Baseline tSN and AbN activities were

were

determined as the mean values (in gV) of smoothed
signals. The changes in the PN amplitude, tSN and
AbN actvities induced by intermittent hypoxia were
calculated as the percentage difference in relation to
basal values prior to the hypoxic stimuli. The other
parameters were analvsed in their raw units.

Cardiorespiratory evaluation in anaesthetized rats

Surgical procedures and experiments were performed

tracheostomized, spontancously

in  anesthetized,
breathing rats (urethane 1.2 g kg™, i.p.), as previ-
ously described (Lemes & Zoccal 2014). Briefly, ani-
mals were maintained at 99.9% O3 during surgery
and experiments (with exception during the hypoxic
periods) to maintain respiratory stability and avoid
arterial pressure fluctuations. Right femoral artery and
vein were catheterized for arterial pressure measure-
ments and systemic administration of drogs and fluids,
respectively, whilst bipolar stainless steel electrodes
were inserted in the diaphragm (DIA) and oblique
abdominal muscles (ABD) to evaluate the inspiratory
and expiratory motor activities respectvely.

After the catheter and electrodes implants, the ani-
mals were posinoned In a stereotaxic apparatus
(David Kopf, Tujunga, CA, USA} to perform bilateral
microinjections of the GABAA agonist muscimol
(1 mng Sigma) in the RTN/pFRG (Takakura et al.
2006), using a needle (30 gauge) connected o a 1 ul
syringe (Hamilton Company, NV, USA) through a
P10 catheter. The following stereataxic coordinates
were used to target the RTN/pFRG: —2.6 mm from
lambda; 1.8 mm lateral from the longitudinal suture
and 10.8-11.0 mm wventral from the dorsal surface
(Paxinos & Watson, 1998). The microinjection vol-

@ 2016 Scandinavian Physiological Society. Published by John Wiley & Sons Led, doi: 10.111 1/ apha. 12661 3
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ume was 50 nL {each side), and bilateral microinjec-
tions were achieved in approx. 1 min. When the surgi-
cal procedures were complete, a period of 3040 min
was allowed for stabilization. During the experiments,
blood pH and maintain fluid balance deviations were
minimized by slow intravenous administragon (35—
4 mL kg~ " h™"} of Ringer's solution containing lactate
(2 mm). MAP and HR wvalues were determined from
PAP signals, as aforementioned. Electromyographical
(EMG) signals of DIA and ABD were amplified
(Bioamplifier, Insight, Ribeirao Preto, SP, Brazil),
band-pass filtered (0.1-2 kHz) and then recorded at a
2-kHz sampling rate {LabChart, ADInstruments). Car-
diovascular parameters and respiratory motor outputs
were recorded simultaneously.

Electromyographical analyses were performed on
rectified and smoothed (50 ms) signals (LabChart soft-
ware, ADInstruments). The following parameters were
evaluated, as previously described (Lemes 8¢ Zoccal
2014): (i) DIA burst amplitude (mV) and frequency
(bursts per minute, bpm); (ii) times of inspiration and
expiragon (s); and () ABD burst amplitude (mV).
The changes in DIA and ABD activities were calcu-
lated as percentage changes (%) relative to respective
basal activity. The animals were killed at the end of
the experiments with intravenous injections of KCI
10%.

For histological verification of the microinjection
sites in the RTN/pFRG, micromjections of Evans Blue
dve (2%, 50 nl; Vetee, Fine Chemicals, Rio de
Janeiro, R], Brazil) were performed and the brain os-
sue was rapidly removed and fixed in formalin solu-
tion (10%) for 48-72 h and then in sucrose solution
(30%) overnight. After, 30 pm coronal sections were
obtained at the level of RTN/pFRG (Leica, CM1850
UV; Wetzlar, Hesse, Germany), stained using the Missl
method and analysed uwsing a microscope  (Leica,

DMS500 B; Wetzlar).

In vivo and in situ acute intermittent hypoxia

For induction of AIH in unanesthetized freely moving
rats, the animals were maintained in an acrylic cham-
ber (5 L) that was flushed with gas mixtures using a
gas mixer device connected to a gas analyser (AVS
Projetos, Sio Carlos, Brazil) and to cylinders of pure
Ny and Oy (White Martins, Sao Carlos, Brazil). The
animals were placed individually in the chamber and
then subjected to 10 episodes of hypoxia (6-7% O,
balanced in N, for 45 s) interspersed by 5 min of
normoxia (21% Oi), as previously described (Dick
et al. 2007, Xing & Pilowsky 2010, Rafacho et al
2013). The gas injections were performed at the upper
level of the chamber to avoid direct jets of gas impact-
ing on the animals. In anesthetized animals, the same
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AIH paradigm was used, with the exception that the
episodes of hypoxia were interspersed by periods of
hyperoxia (99.9% O,). The hypoxic and hyperoxic
gases were initially humidified and then administrated
to the amimals through the tracheal cannula. In the
in st experiments, the hypoxic episodes were
achieved by briefly substituting the carbogen of the
perfusion solution by a hypoxic mixture. The prepara-
tnons were then exposed to 10 episodes of 6-7% O,
ibalanced in 5% CO, and 88-89% N} for 45 s, fol-
lowed by § min of 95% O, and 5% CO,. The CO,
content in the perfusate was maintained constant dur-
ing the hypoxic periods to avoid depression of the res-
piratory  drive consequent to hypocapnia (Molkov
et al. 2011). After the AIH exposure in vive and
in sifu, the cardiorespiratory parameters were moni-
tored for 60 min. Separated groups of anesthetized
amimals and in stfu preparations were mamntained at
100% Oy during the entire experimental protocol as
control.

Statistical analyses

The data were reported as mean + standard error of
mean (SEM]). Shapiro-Wilk normality test was used to
check data distribution. The effects of AIH on the car-
diovascular and respiratory parameters were compared
using one-way anova for repeated measurements fol-
lowed by Newman-Keuls post-test (GraphPad Prism
version 5, La Jolla, CA, USA). Differences were consid-
ered significant at P < 0.05.

Results

Cardiovascular parameters in conscious rats exposed to
AlH

During the exposure o AIH, every hypoxic episode
elicited transient behavioural, pressor and tachycardic
responses (Fig. 1). After the last episode of hypoxia,
the rats (# = 9) showed a modest, but sustained and
significant increase in baseline MAP that persisted
during the 60 min of evaluation (104 £2 s,
109 £ 3; 111+ 3; 109 £ 3 mmHg, respectively,
basal, 10, 30 ¢ 60 min after AIH, P < 0.05, Fig. 2a).
No significant changes were observed in baseline HR
after AIH (348 £ 7 ws. 344 + 12; 378 + 15;
358 + 9 bpm, respectively, basal, 10, 30 ¢ 60 min
after the AIH, Fig. 2b). The increased arterial pres-
sure levels after ATH were accompanied by an eleva-
ton of both LF (2.5 + 0.3 vs. 6.4 + 1.3 mmHg?,
P < 0.05, Fig. 2¢) and HF components of SAP vari-
abiliy (1.3 + 0.3 vs. 1.8 + 0.3 mmHg?, P < 0.05,
Fig. 2d). With respect to the autonomic modulation
to the heart, the increased LEHF ratio (0.12 £ 0.03
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Figure | Conscious rats exhibit a persistent increase in baseline arterial pressure after AIH. Recordings of baseline heart rate
(HR ), mean (MAP) and pulsatile arterial pressure (PAP) from an unanesthetized rat, representative of the group, showing the
cardiovascular changes during and after the exposure to AIH. The grey line indicates baseline MAP levels before ATH.
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Figure 2 Cardiovascular parameters in

conscious rats after AIH. Average values Basal
of baseline mean arterial pressure (MAP;

a), heart rate (HR; b); power of low |LF; 057(e)

¢} and high frequency (HF; d) compo- 04

nents of systolic arterial pressure; LEHF % 03

ratio of pulse interval (¢) and sponta- ;

neous baroreflex gain (SBG; f) before © 02

and afrer AIH exposure in unanes- 01

thetized rats (m = 9); *P = (.05 - differ- 0.0

ent from respective baseline values. Bagal

ve, 0,33 + 0,06, P < 0.05, Fig. 2e) suggests that the

sympathetic modulation of the heart rate was
enhanced afrer AIH. AIH also increased the sponta-
neous baroreflex gain (1.2 £ 0.1 Vs,

1.8 + 0.2 ms mmHg ', P < 0.05, These

findings demonstrate that unanesthetized rats exposed

Fig. 2e).

to AIH presented a sustained increase in baseline
arterial pressure associated with enhanced sympa-
thetic and respiratory modulation and augmented

cardiac baroreflex gain.

After AlH Basal After AIH

SBG (ms mmHg ™)

(f =

Aftar AlH Basal Aftar AlH

Sympathetic and respiratory motor outputs in in situ
rat preparations after AlH

Figure 3 demonstrates the effects of AIH on PN, AbBN
and tSN acovities of m situw preparations. At baseline
conditions, PN bursts showed a ramping pattern of dis-
charge, AbN presented a low-amplitude actvity, and
t5N exhibited a marked inspiratory/post-inspiratory
modulation (Fig. 4), as previously described (Zoccal
et al. 2008, Moraes et al. 2014). The hypoxic episodes
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Figure 4 Effects of AIH on the sympathetic and respiratory
pattern of the in sity preparations. (a) Raw and integrated
([} activities recorded from the thoracic sympathetic (t5N),
abdominal (AbN) and phrenic nerve (PN) activities, of an

i sty preparation representative of the group, illustrating
the effects of AIH on the inspiratory, expiratory and sympa-
thetic motor pattern before and after AIH exposure, (b) Phre-
nic-triggered averages of ABN and tSN, obtained from the
recordings shown in a, illustrating the changes on sympa-
thetic-respiratory coupling after the exposure to AIH. The
dotted lines delineate the inspiratory and expiratory phases.
Maote that the emergence of additional bursts in the t5N
activity during the expiratory phase entrained with the emer-
gence of late-E bursts in the AN activity (arrows).

i sthu, at the level and duration used in this study,

evoked decreases in perfusion pressure and slight
increases in tSN and AbN amplicude and PN burst fre-

6 @ 2076 Scandinavian Physiological Society

(AbN) and phrenic nerve (PN) activities
[raw and integrated ([)] of an in sitn rat
preparation, representative from the
group, illustrating baseline activities
before, during and after exposure to
AIH. The grey lines represent the level
. of baseline activities before ATH.

quency. After the AIH, the in sity preparations (n = 9)
showed (i) avgmented PN burst amplitude [(APN:
21 + 8 and 33 £ 12%, respectively, 45 and 60 min
after AIH, P < 0.05; Fig. 5a), but no significant changes
in PN burst frequency (18 £ 1 vs. 21 & 1 cpm, respec-
tvely, basal and 60 min after ATH; Fig. 5h); (i) reduced
of time of inspiration (0.78 + 0.03 vs. 0.65 £+ 0.04,
0.65 £ 0.05, 0,62 + 0.04 and 0.62 + 0.04 5, respec-
tvely, basal, 15, 30, 45 and 60 min afrer AIH;
P = 0.05, Fig. 5¢); (1) no changes in expiratory ame
12.67 +0.26 vs. 2.4 + 0.19 s, respectively, basal and
60 min after AIH, Fig. 5d); (iv} increased ABN activity
(AABN: 27 £ 10, 37 + 12, 48 + 15, 69 &+ 14%,
respectively, 15, 30, 45 and 60 min after AIH,
P <005, Fig. Sel; and (v} augmented tSN activity
(AtSN: 48 + 18, 60 £ 21 and 75 + 25%, respectively,
30, 45 and 60 min after AIH, P < 0.05; Fig. 5f). The
analyses of respiratory and sympathetic pattern
(Fig. 4a} demonstrated that the increased ABN activicy
was dependent upon the appearance of bursts during
the late part of expiratory phase, or late-expiration
ilate-E). Moreover, the progressive increase in the tSN
after AIH was associated with the emergence of addi-
nonal bursts during the late-E phase, coupled with the
occurrence of late-E activity in the AbN (Fig. 4b). Con-
trol preparations that were not exposed to AIH (n = 5}
and maintained at baseline experimental conditions
(5% CO, and 95% O4) for 120 min did not exhibit any
significant changes in the PN (APN: —-26 + 2.4%),
ABN  (AABN: —3.2 4 11%) and SN [AtSN:
9.7 + 2.7%) activities. Taken together, these data indi-
cated that AIH in situ promotes LTF in the inspiratory,

expiratory and sympathetic motor outputs.

Effects of RTNIpFRG inhibition on arterial pressure and
respiratory motor activity after AIH

In anesthetized spontancously breathing animals with
vagus nerve intact, hypoxia produced hypotension,

. Published by John Wiley & Sons Lrd, doi: 10.1111/apha 12661
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Figure 5 Effects of AIH on the sympa-
thetic and respiratory activities of the

i sitn preparations. Average changes in
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baseline values.

augmented DIA burst amplitude and frequency and a
brief increase in ABD amplitude followed by inhibi-
ton (Fig. 6), as previous described (Lemes & Zoccal
2014}, In agreement with previous observations (Jans-
sen & Fregosi 2000), the anesthetized vagus-intact
ammals exposed to AIH (# = §) presented an inspira-
tory motor facilitation, mostly dependent on an
increase in the DIA frequency than in amplitude
{Fig. 7a and b}. Moreover, AIH also produced a long-
lasting elevation of baseline arterial pressure (Fig. 7c),
but not in HR (Fig. 7d), accompanied by a progressive
and sustained increase in the ABD acuvity (Fig. 7e).
All the cardiorespiratory changes elicited by AIH per-
sisted for, at least, 30 min after the 107 exposure o
hypoxia (Fig. 6). At this time, bilateral microinjections
of muscimol (agonist of GABA, receptors) were per-
formed in the RTN/pFRG, which caused (i) reduction
in the DIA burst frequency and amplimde (Fig. 7a
and b); (ii) normalization of baseline MAP levels
(Fig. 7¢); (1) fall in the HR (Fig. 7d); and (iv} elimi-
nation of the AlH-induced ABD averactivity (Fig. 7e).
The sites of microinjections in the RTN/pFRG are
illustrated in Figure 7F, and all the data aforemen-
toned are described in Table 1. Control anesthenzed
animals {n# = 5) that were not exposed to AIH and
maintained at basal experimental condinons (99.9%

Minutes after &1H

Mirnistes aftor &1H

05} for 90 min did not present significant changes in
DIA frequency (ARf: 04 1 ¢pm) and amplitude
(ADIA e 14 5%),  ABD  acovity  (AABD:
—2 4 29%), MAP (AMAP: 2 + 4 mmHg) and HR
(AHR: —5 + 3 bpm).

Discussion

In the present study, we describe a novel component
of the respiratory LTF elicited by AIH. From measure-
ments of the abdominal activity, we verified that anes-
thetized rats and i sitse rat preparations exposed to
AIH presented a sustained increase in the abdominal
expiratory motor activity referred as expiratory LTE.
Remarkably, the progression of the expiratory LTF
was accompanied by the development of high levels of
sympathetic activity and arterial pressure. Bilateral
microinjections of GABA, recepror agonist (musci-
mol) in the RTN/pFRG — a region critically involved
with the generation of active expiration (Abdala et al.
2009, Pagliardini et al. 2011, Moraes et al. 2012} -
elimmated the expiratory LTF and normalized the
high levels of arterial pressure induced by ATH, indi-
cating that ventrromedullary expiratory neurones are
necessary for the emergence of both expiratory and
LTF. Control and i situ

sympathetic animals

i 2016 Scandinavian Physiological Society. Published by John Wiley & Sons Led, doi: 10.1111/apha. 12661 7
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Figure 6 Bilateral microinjections of
muscimol in the RTN/pFRG eliminate
the expiratory long-term facilitation eli-
cited by AIH in anesthetized vagus-intact
rats. (a): Raw and integrated () elec-
tromyographical recordings of the dia-
T phragm (DIApyG) and abdominal
M“::M muscles (ABDppg), and recordings of
RTH the pulsatile arterial pressure (PAP),

from an anesthetized rat representative

(b) L Ll (a“aﬁ;mwmm of the group, illustrating the effects of
PAP '“i AlH exposure and the pharmacological
rretig) 120 inhibition of the RTN/pFRG with musci-

o R S e R A R T mol (1 mm) on the arterial pressure and
DAgs f ' PAVATAVAVAVANAVARA AT A LAAANANS |§ respiratory motor outputs. (b) Expanded
i ' o ATRE recordings from A, at basal, after AIH
DiAzpg W m W (25 min) and after muscimol microinjec-
Ml i tions in the RTN/pFRG (45 min). Note
IABDgc AN ‘.‘,;."“f"-/' e s |§ that the pharmacological inhibition of
A e L e 1 the RTN/pFRG normalized the levels of
ABDgye ' artenal pressure and eliminated the

o

preparations maintained at 95-100% O, throughout
the experimental protocol did not present any signifi-
cant changes in the parameters evaluated, indicating
that AIH is the stimulus leading to the potentiation of
expiratory and sympathetic activities. Our findings
indicate that AIH exposure generates active expiration
at rest, which is determinant, at least in part, for the
development of sustained high levels of sympathetic
activity observed in this condition.

Although distinct paradigms of AIH are described
in the literature (e.g. level of oxygen, number and
length of cycles), there is a consensus that AIH evokes
LTF of inspiratory motor activity, including phrenic
(Baker & Mitchell 2000, Dick et al. 2007), hypoglos-
sal (Fuller ef al. 2001) and intercostal nerves (Fregosi
& Mitchell 1994). These sustained elevations of the
upper airway and inspiratory pump muscle activities
are suggested to underpin the compensatory increase
in minute ventilation (Turner & Mitchell 1997, Olson
et al. 2001). In agreement with previous studies, we
verified that the in sifu preparations submitted to AIH
presented a long-lasting increase in the phrenic burst
amplitude. On the other hand, anesthetized sponta-
neous-breathing rats with intact vagus nerves did not
show consistent increments in the diaphragm burst
amplitude, but exhibited a significant increase in the
respiratory frequency after AIH. The differences in the

T active expiration induced by AIH.

pattern of the AIH-induced nspiratory LTF observed
in our study may be consequent to the activation of
pulmonary feedback afferents, which were absent in
the in situ preparations and may have suppressed the
increase in the diaphragm burst amplitude in anes-
thetized animals. Along with inspiratory LTF, both
in situ preparations and anesthetized animals also pre-
sented a progressive increase in the expiratory motor
activity that persisted for at least 60 min after AIH.
We previously demonstrated that the recruitment of
abdominal muscles during hypoxia and hypercapnia is
accompanied by increases in the expiratory flow and
ndal volume (Lemes & Zoccal 2014). Based on that,
we theorize that the persistent increase in abdominal
motor activity represents a new component of the
compensatory ventilatory response to AIH, possibly to
recruit expiratory reserve volume and then increase
tdal volume.

We found that the expression of the expiratory LTF
after AIH was dependent on the integrity of cells
located ventral to the caudal pole of the facial
nucleus, in the RTN/pFRG. Bilateral microinjections
of muscimol in the RTN/pFRG eliminated completely
the expiratory motor hyperacuvity elicited by AIH.
The RTN/pFRG neurones are well known for their
critical role in the CO; detection and regulation of
breathing (Li & Nattiec 2002, Mulkey et al. 2004).

8 ©@ 2016 Scandinavian Physiological Society. Published by John Wiley & Sons Ltd, doi: 10.1111/apha.12661
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Recent studies have also suggested that this region is
critical for the generation of active expiratory pattern
(Huckstepp et al. 2015). The RTN/pFRG contains
conditional late-expiratory neurones that are silent at
rest but fire rhythmically in conditions of metabolic
challenges (e.g. hypercapnia, hypoxia) or reduced inhi-
bitory drive (Abdala et al. 2009, Pagliardini ef al.
2011, Moraes et al. 2012}, providing excitatory inputs
to the bulbospinal expiratory neurones and producing

late-E bursts in the abdominal activity (Molkov ef al.
2010, Huckswepp ef al. 2015). Actvaton of the late-
expiratory neurones is also associated with modifica-
tions in the PN burst pattern (changing from ramping
to square-like pattern) and with reduction in the inspi-
ratory time (Abdala ef al. 2009) — effects that were
observed ATH.
Thereby, we hypothesize that AIH exposure promoted
a long-lasung acovaoon of the RTN/pFRG late-

in the #n sifu preparations after

Table | Average values of baseline mean anerial pressure (MAP), heart rate (HR), diaphragm burst amplitude (DIA ) and
frequency (DIAf) and abdominal mean activity (ABD) before (basal) and after exposure to AIH in anesthetized vagus-intact rats
(# = 5) that received bilateral microinjections of muscimol in RTN/pFRG

After ATH After AIH + RTN/pFRG inhibition
Basal 5 min 15 min 25 min 15 min 45 min G0 min
MAP, mmHg 113 + 3 123 + 3% 122 4+ 2% 122 4+ 2% 116 + 1 113 + 3 113 4+ 3
HE, bpm 391 + 12 406 + 8 410 + 8 409 + 7 383+ 9 353 + 18* 340 £ 26*
DIA, g, %0 100 99 + 10 99 + 9 97 £ 9 80 &+ 9¢ T7 & 9 77 & 11%
DIAy, cpm 111 + 4 127 + 4% 126 + 3* 126 + 6* 89 4+ §* 80 4+ 10* 80 4 10%
ABD, % 100 535 £ 94* 536 £ 1007 532 £ 100 67 + 23 46 + 22 50 + 18

P =005 - different from respective baseline values.
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expiratory neurones, generating active expiration at
rest. This might involve plastic changes in the late-E
neuronal excitability elicited by serotonin-dependent
mechanisms and increased formation of reactive oxy-
gen species (Baker-Herman & Mitchell 2002, Boc-
chiaro & Feldman 2004, MacFarlane et al. 2011) or
might be dependent on enhanced excitatory synaptic
inputs, such as from the central chemoreceptors
(Molkov et al. 2011, Huckstepp et al. 2015} and the
nucleus of the solitary tract (Yamamoto et al. 2015).
All these possibilities still require further experiments
to be elucidated.

Previous  studies that  bilateral
microinjections of muscimol in the RTN/pFRG of
anesthetized rats produced respiratory arrest due to
the removal of CO» tonic drive to breathe (Takakura
et al. 2006). In our study, using the same experimen-
tal approach, we verified that pharmacological inhibi-
tion of the RTN/pFRG reduced, but not eliminated,
the diaphragmatic activity of anesthetized rats exposed
to AIH. We speculate that the differences between

demonstrated

previous and our study could be related to the pres-
ence of plastic changes in the pre-motor and motor
inspiratory neurones introduced by AIH (Mitchell &
Johnson 2003), which were able to maintain the
breathing rhythm even in the absence of excitatory
drive from chemosensitive neurones of the RTN/
pFRG. These findings, therefore, emphasize the notion
that AIH amplifies the activity of neurones responsible
for the control of inspiratory activity.

In agreement with previous observations obrained
in anesthetized rats (Dick et al. 2007, Xing &
Pilowsky 2010), we verified that AIH also promoted
long-lasting changes in the sympathetic outflow. In
that  AIH
increased baseline arterial pressure and enlarged sym-
pathetic modulation of the blood vessels and the
heart, corroboranng the concept that AIH heightens
the sympathenc activity to the cardiovascular system.
Parallel with the elevated levels of arterial pressure,
we found that rats submitted to AIH exhibited higher
spontancous baroreflex gain. Although this analysis
reflected the baroreflex operation in a narrow range of

unanesthetized rats, we demonstrated

arterial pressure variation, these findings suggest that
the cardiac baroreflex control is facilitated after AIH.
These observations indicate that the sympathetic-
mediated high blood pressure after ATH is not related
to changes in baroreflex function, which, in fact, may
be offsetting the augmented symparthetic activity and
buffering the changes in the arterial pressure and heart
rate. Studies by Dick ef al. {2007) suggest that the
sympathetic LTF may results, in part, from changes in
the central respiratory activity, as the higher levels of
sympathetic activity after AIH were synchronized with
Xing & DBlowsky (2010)

the respiratory cycle.

Acta Physiol 2016

reported that AlH-induced sympathetic LTF occurred
in the absence of phrenic LTF, contrasting the idea
that central respiratory-sympathetic coupling mecha-
nisms may contribute to the sympathetic LTF after
AIH. In our experiments, unanesthetized rats exhib-
ited augmented respiratory-related varability of sys-
tolic arterial pressure after AIH, suggesting a higher
impact of the respiratory activity on the vascular resis-
tance control. Moreover, the progressive increase in
sympathetic activity after AIH in situ was entrained
with the development of expiratory LTFE. Indeed, the
analysis of sympathetic pattern revealed the presence
of novel bursts of activity during the late-expiratory
phase after AIH, coupled with the emergence of late-E
bursts in the abdominal activity. Our findings, there-
fore, indicate that the mechanisms of coupling
between expiratory and sympathetic neurones are
strengthened after AIH and contribute to the develop-
ment of sympathetic LTF.

The rostral ventrolateral medulla (RVLM) is a fun-
damental site for integration of respiratory and sym-
pathetic activities (Zoccal et al. 2009h). In addition to
its major role as a main source of glutamatergic inputs
to pre-ganglionic neurones of the spinal cord (Ross
et al. 1984), the RVLM pre-sympathetic neurones
receive excitatory and inhibitory inputs from brain-
stem  respiratory generating  respiratory
rhythmical oscillations in the sympathetic nerve dis-
charge (Gilbey et al. 1986, Haselton & Guyenet
1989, Maoraes et al. 2013). Using mathematical mod-

els, we previously suggested that the RTN/pFRG late-

neurones,

E neurones would be an important source of phasic
excitatory drive to RVLM neurones during hypercap-
nia and might be necessary for the maintenance of
hypertension and sympathetic overactivity in rats sub-
jected to chronic intermittent hypoxia (Molkov et al.
2011, Zoccal 2015). In the present study, we showed
that bilateral microinjections of muscimol in the
RTN/pFRG were able to normalize the high levels of
arterial pressure and abrogare the expiratory hyperac-
tivity. We cannot exclude that the effects produced by
muscimol micromjections in the RTNpFRG were
related to the spread of the drug to adjacent areas,
such as the RVLM and the Béinger complex. How-
ever, considering that the responses described in our
study were achieved immediately afrer the second
microinjection in the RTN/pFRG (see Fig. 6), and pre-
vious studies showing that bilateral microinjections of
muscimol in the RVLM and Botzinger complex caused
a large fall in arterial pressure and eliminated the res-
piratory acovity (Schrethofer et al. 2005, Moraes
et al. 2012), we are confident that the effects
described in the present study were related manly to
the inhibition of the RTN/pFRG cells. Therefore, we
are providing functional evidence that the RTN/pFRG

10 ©@ 2016 Scandinavian Physiological Society. Published by John Wiley 8¢ Sons Led, doi: 10,111 1/apha. 12661
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neurones are required for the emergence of coupled
and sympathenc LTF, supporting the
the respiratory-sympathetic

expiratory
notion  that coupling
mechanisms play a meaningful role for the develop-
ment of sympathetic overactivity after AIH. The cellu-
lar sources involved in the coupling between RTN/
pFRG and RVLM neurones require future studies.

In conclusion, our findings show that the respira-
tory LTF afrer AIH also involves a progressive and
persistent increase in the expiratory motor activity,
named as expiratory LTF. This phenomenon seems to
be dependent on neuronal hyperactivity in the RTN/
pFRG, which may prowvide additional excitatory drive
to the bulbospinal expiratory neurones and generate
the active expiratory pattern. Moreover, RTN/pFRG
is also critical for the maintenance of long-lasting
increase in arterial pressure after AIH, supporting the
hypothesis that the development of sympathetic LTF
is, at least in part, dependent on respiratory drive,
particularly on changes in the expiratory pattern.
Altogether, these data highlighe that the development
of cardiorespiratory compensatory adaptations  to
intermittent hypoxia involves complex and integrated
central mechanisms that sall require addinonal experi-
ments to be fully elucidated. The identfication of the
cellular and molecular targets of intermittent hypoxia
has also potential implications for the understanding
of antonomic and respiratory disorders associated
with pathological states with chemoreflex dysfunc-
nons, as observed in panents with obstructive sleep
apnoea, heart failure and essential hypertension.
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Physiological relevance

Acute intermittent hypoxia (AIH) elicits a compen-
satory and sustained increase in ventilation, which has
been associated with a long-term facilitation (LTF) of
the nspiratory motor activity. AIH also promotes a

EW Lemes et ol » Expiratory-sympathetic coupling after AlH

persistent increase in sympathetic acovity that has
been suggested to occur independently of ventilatory
LTF. In the present study, we demonstrated that the
ventilatory LTF also includes a sustamed and progres-
sive Increase in expiratory motor activity, referred to
as expiratory LTF. We also found that AlH-induced
expiratory and sympathetic LTF are coupled events
and depends on the integrity of neurones located in
the ventrolateral medulla. Altogether, our data sup-
port the notion that expiratory and sympathenic nen-
the
sympathetic overactivity in conditions associated with

ronal coupling is critical for development

hyperactivity of peripheral chemoreflex, such as
observed in patients with obstrucove sleep apnoea,

heart failure and neurogenic hypertension.
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New and Noteworthy

The RTN/pFRG houses a conditional expiratory oscillator that emerges during
metabolic challenges and generates active expiration. Herein we identify a 5-HT»-
dependent mechanism in the RTN/pFRG that triggers active expiration at resting
conditions. This mechanism is recruited during intermittent hypoxia exposure and it is
essential the development of expiratory long-term facilitation. These findings help to
understand the central mechanisms underpinning the development of cardiorespiratory

adaptations associated with hypoxia exposure.

Key words: active expiration, 5-hydroxytryptamine, retrotrapezoid nucleus/parafacial

respiratory group, intermittent hypoxia.
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ABSTRACT

Active expiration is absent at rest and is evoked during metabolic challenges, such as
hypercapnia and hypoxia, or after the exposure to intermittent hypoxia (IH). The
mechanisms engaged during this process are not completely understood. In this study,
we hypothesized that serotonin (5-HT), acting in the retrotrapezoid nucleus/parafacial
respiratory group (RTN/pFRG), is able to generate of active expiration. In anesthetized
(urethane, i.p.), tracheostomized, spontaneously-breathing adult male Holtzman rats we
microinjected serotoninergic agonist and antagonist bilaterally in the RTN/pFRG and
recorded the diaphragm and abdominal muscle activities. We found that episodic (3
times, 5 min apart), but not single microinjections of 5-HT (ImM) in the RTN/pFRG
elicited an enduring (=30 min) increase in abdominal activity. This response was
amplified in vagotomized rats and blocked by previous 5-HT receptor antagonism with
ketanserin (10 uM). Episodic 5-HT microinjections in the RTN/pFRG also potentiated
the inspiratory and expiratory reflex responses to hypercapnia. The antagonism of 5-
HT5: receptors in the RTN/pFRG also prevented the long-term facilitation (=30 min) of
abdominal activity elicited by acute IH exposure (10 x 6-7% O, for 45 s every 5 min).
Our findings indicate the activation of serotoninergic mechanisms in the RTN/pFRG are
sufficient to increase abdominal expiratory activity at resting conditions and required

for the emergence of active expiration after IH in anesthetized animals.
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1. INTRODUCTION

In mammals, the contraction of inspiratory pumping muscles (mainly the
diaphragm) generates the inspiratory flow. The expiratory airflow, however, occurs
passively at resting conditions consequent to the recoil forces of the chest and the lungs
(9, 19). The coordination of muscle contraction and relaxation relays on interacting
brainstem neurons of the central respiratory rhythm and pattern generator (20, 56).
Inspiratory neurons of the pre-Bétzinger complex (pre-Bo6tC) in the ventrolateral
medulla play a central role in the respiratory rhythmogenesis (57). Mutual interactions
of the pre-BotC with other respiratory compartments, including the Bétzinger complex
(B6tC), the dorsolateral pons and the dorsal respiratory group, are essential for the

generation of the three-phase breathing pattern (7, 13, 56).

During metabolic challenges, such as physical exercise, hypoxia and
hypercapnia, the respiratory rhythm and pattern modifies and increase ventilation (2, 28,
33). In addition to inspiratory activation, expiration transforms into an active process
and abdominal contractions emerge to elevate respiratory frequency and tidal volume
(31, 33). The parafacial respiratory group (pFRG) is suggested to be at the core of the
neural circuitry generating the active expiration pattern (27, 29). This region is located
ventral to the facial nucleus and partially overlapped with the chemosensitive neurons of
the retrotrapezoid nucleus (RTN) (59, 60). The pFRG was originally described as a
group of pre-inspiratory neurons that contribute to respiratory rhythmogenesis in
neonates (48) — a finding not confirmed in adult rats (21). Later studies reported that the
pFRG houses conditional expiratory neurons that are silent at normocapnic/normoxic
conditions, but fire rhythmically in conditions of hypercapnia (1), peripheral
chemoreceptor stimulation (45) or reduced inhibitory drive (49). The fact that the
hypercapnia-driven abdominal activity was abolished either by the pharmacological
inhibition (1, 45) or the selective silencing of the phox2B-positive neurons of the
RTN/pFRG (39) further support the hypothesis that this region is essential for the
generation of active expiration. However, the mechanisms required to stimulate the

pFRG and bring about the active expiration are not elucidated.

Serotonin (5-HT) is an important transmitter involved with the respiratory

chemoreflex control (54). Activation of serotoninergic mechanisms also elicits synaptic

115



plasticity that leads to persistent neuronal activation (3, 12, 62). Such serotonin-
dependent plasticity is observed in medullary and motor inspiratory neurons after
repetitive episodes of brief hypoxia, or intermittent hypoxia (IH), and underlies the IH-
induced progressive increase in the inspiratory motor activity (4, 10, 26, 38). IH also
promotes active expiration at resting conditions (32, 44, 64), which has been suggested
to be dependent on the hyperactivity of the RTN/pFRG neurons (32, 42). However, the
mechanisms underpinning the development of active expiration following IH have not
been studied. Based upon the role of 5-HT in the scenario of respiratory adaptations
induced by IH, in the present study we investigated the effects of the 5-HT in the
RTN/pFRG on the abdominal expiratory activity at resting conditions. We also explored
whether the activation of serotoninergic mechanisms of the RTN/pFRG is required to

generate active expiration after [H.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1, Animals and Ethical Approval

Experiments were performed on male adult Holtzman rats (280-290 g) obtained
from the Animal Breeding Centre of the Sdo Paulo State University, Araraquara. The
animals were kept at 2241 °C on a 12-h light/dark cycle (lights on 07:00 — lights off
19:00) with access to food and water ad libitum. All experimental procedures followed
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the Brazilian
National Council for Animal Experimentation Control (CONCEA) and by the US
National Institutes of Health (NIH publication No. 85-23 revised 1996), and were
approved by the Local Ethical Committee in Animal Experimentation (protocol
21/2012).

2.2, Experimental preparation

Surgical procedures and experiments were performed under anesthesia with
urethane (1.2 g/kg, i.p.; pH 7.4 regulated with sodium bicarbonate). The level of
anesthesia was confirmed by the absence of corneal and toe-pinch withdrawal reflexes.
When necessary additional doses of urethane were administrated (10-20% of initial

dose). Body temperature was maintained at 36-38 °C. Animals were initially placed in
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supine position and a cervical incision was made to perform tracheostomy and bilateral
vagotomy (the latter only in a specific group). Polyethylene catheters (PE-50 connected
to PE- 10; Clay Adams, Parsippany, NJ, USA) were inserted into the right femoral
artery and vein for arterial pressure measurements and systemic administration of drugs,
respectively. Bipolar stainless steel electrodes were implanted in the diaphragm (DIA)
and in the oblique abdominal muscles (ABD) to perform electromyographic (EMG)
recordings of inspiratory and expiratory motor activities, respectively. After the catheter
and electrodes implants, the animals were then placed in a stereotaxic apparatus (David
Kopf, Tujunga, USA) to perform microinjections in the RTN/pFRG, using the
following stereotaxic coordinates (51): 2.6 mm caudal from lambda; 1.8 mm lateral
from the longitudinal suture and 11.0 mm ventral from the dorsal surface. Animals
breathed spontaneously and were maintained at 99.9 % oxygen (0-) during surgery and
experimental protocols, except when exposed to hypoxia or hypercapnia. Slow
intravenous administration (3-4 ml/kg/h) of Ringer solution (in mM: 125 NaCl, 24
NaHCOs;, 3 KCl, 2.5 CaCl,, 1.25 MgS0y, 1.25 KH>PO,, 10 dextrose) containing lactate
(2 mM) was performed during the experiment to minimize deviations in blood pH and
to maintain fluid balance (33, 61). A period of at least 30 min was allowed for

stabilization before starting the experimental protocols.

2.3. Recordings of cardiorespiratory parameters

DIA and ABD signals were amplified (P511, Grass Technologies, Middleton,
USA) and band-pass filtered (0.1-1 KHz). Pulsatile arterial pressure (PAP) was
recorded by connecting the arterial catheter to a pressure transducer (model MLT0380;
ADInstruments) and, in turn, to an amplifier (AVS Projects, Sdo Carlos, Brazil). The
EMGs and PAP signals were acquired using an A/D converter (model 1401, Cambridge
Electronic Design, CED, Cambridge, England) and recorded at 2 KHz sampling rate
(Spike 2, version 7, CED, England). Values of mean arterial pressure (MAP, mmHg)
and heart rate (HR, bpm) were derived from PAP signals. The EMG signals were
rectified and smoothed (time constant: 50 ms). DIA activity was evaluated by its burst
amplitude (mV) and frequency (cycles per minute, cpm). ABD activity was assessed by
its mean activity (mV). The changes in the DIA and ABD activities were expressed as

percentage values (%) in relation to basal activity. The changes in the other parameters
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were evaluated in their raw units. All analyses were performed offline using the Spike 2

software.

2.4. Acute Intermittent Hypoxia (AIH) and hypercapnia

The anesthetized animals were exposed to AIH and hypercapnia, as previously
described (16, 32, 33, 61). The AIH paradigm consisted of 10 brief episodes of hypoxia
(6-7% Oa, balanced in Nj, for 45 seconds) interspersed by 5 minutes of hyperoxia
(99.9% 0O:). For the induction of hypercapnia, the animals were exposure to a mixture
containing 10% COs (balanced in O2) for 5 min. The hypoxic and hypercapnic gases
were initially humidified and then administrated to the animals through the tracheal
cannula using a gas mixer device (AVS Projetos, Sdo Carlos, Brazil) connected to a gas
analyzer (model ML2016, ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia) and to
cylinders of pure N» and O, (White Martins, Sdo Carlos, Brasil).

In a specific group of anesthetized animals, we measured the arterial partial
pressure of O3 (Pa0») and pH after AIH exposure. To this, samples of arterial blood (50
uL) were collected (through the catheter implanted into the femoral artery) and
analyzed using a blood analyzer (i-SAT handheld, Abbot, Illinois, USA). Measurements

were performed before and at 30 and 60 min after the exposure to AIH.

2.5. Experimental protocols

Baseline cardiorespiratory parameters were recorded initially for 15-20 min. In
the first set of experiments, we explored the effects of the activation of serotoninergic
mechanisms in the RTN/pFRG on the respiratory and cardiovascular parameters. Based
on previous studies (37, 46), single and episodic (3 times, 5 min apart) bilateral
microinjections of 5-HT (I mM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) or vehicle
(Ringer’s solution) were performed in the RTN/pFRG of either vagus-intact or
vagotomized animals. A 5-min time interval was given between consecutive 5-HT
microinjections in the RTN/pFRG to reproduce the same time interval of hypoxic
stimuli during IH exposure. Baseline cardiorespiratory parameters were monitored for
60 min after microinjections. A separated group of vagus-intact rats were exposed to

hypercapnia (10% CO, for 5 min) before, 30 and 60 minutes after the microinjections of

118



5-HT and the cardiorespiratory reflex responses were analyzed. In another group of
vagotomized rats, the episodic microinjections of 5-HT in the RTN/pFRG were
preceded (5 min) by bilateral microinjections of vehicle or ketanserin (10 uM; RBI,
Natick, MA, USA), a SHT2x,c antagonist (40, 52), to verify the contribution of the 5-
HT> receptors in the 5-HT-induced cardiorespiratory changes. The verify possible
effects of 5-HT: receptor antagonism in the RTN/pFRG on basal parameters, a
separated group of vagotomized animals received bilateral microinjections of ketanserin

and the cardiorespiratory parameters were monitored for 60 min.

To investigate the involvement of 5-HT and 5-HT; receptors in the development
of ATH-induced respiratory changes, bilateral microinjections of vehicle or ketanserin
were performed in the RTN/pFRG of vagus-intact rats immediately before and during
the exposure to ATH (between the 34" and 6"-7" episodes). The rationale to perform
the ketanserin microinjections during the AIH was to guarantee the effectiveness of the
5-HT> receptor antagonism throughout the period of exposure, since we observed that,
in our experimental conditions, the effects of ketanserin in the RTN/pFRG on the 5-HT
responses were partially reversed after 20-30 min (data not shown). All drugs were
dissolved in Ringer’s solution with pH 7.4 and microinjected manually in the
RNT/pFRG using a needle (30 gauge) connected to a 1 puL syringe (Hamilton Company,
NV, USA) through a P10 catheter. The volume of microinjections was 50 nL.

2.6 Histology

At the end of the experiments, animals were euthanized with intravenous
injections of KCI 10% and microinjections of Evans Blue dye (50 nL, 2% Vetec, Fine
Chemicals Ltd.,, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) were performed bilaterally in the
RTN/pFRG. After that, the animals were transcardiacally perfused with saline and
formalin solution (10%). The brain was removed, fixed in formalin solution (10%) for
48 hours, frozen and cut in 50 um slices. The sections were stained using the Giemsa
method and analyzed in a light microscopy. Only the animals that presented the

microinjection sites in the RTN/pFRG were considered for analyses.
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2.6. Statistical analyses

The data were expressed as mean = standard error of mean (SEM). The evoked
responses to 5-HT microinjections in the RTN/pFRG, the effects of 5-HT» antagonism
in RTN/pFRG and the changes elicited by AIH were analyzed using two-way ANOVA
with repeated measurements followed by Bonferroni’s tests for multiple comparisons
(intra- and between experimental groups). The comparisons were carried out using
GraphPad Prism software (version 5, La Jolla, CA, USA) and differences were

considered significant at P < 0.05.

3. RESULTS
3.1. Episodic microinjections of 5-HT in the RTN/pFRG generate active expiration

At the moment of the injection, unilateral microinjection of 5-HT (1 mM) in the
RTN/pFRG of urethane-anesthetized rats did not modify the cardiorespiratory
parameters of both vagus-intact and vagotomized animals. In contrast, long-term
cardiorespiratory changes were observed after bilateral microinjections of 5-HT in the
RTN/pFRG, which differed according to the paradigm of injections. Single 5-HT
microinjections in the RTN/pFRG of vagus-intact animals (n=8, Figure 1A) evoked a
modest increase (approximately 10%) in DIA burst amplitude at 30 min after the
injections (P<0.05, Figure 1E). A slight increase was observed in the ABD activity
(Figure 1C), which was not statistically significant (Figure 1G). No changes were
observed in the other parameters evaluated (Figures 1F-1). In vagus-intact rats that
received episodic 5-HT in the RTN/pFRG (n=7, Figure 1B), the DIA amplitude and
frequency remained unchanged after microinjections (Figures 1E and F). On the other
hand, the ABD activity exhibited an irregular (not in every respiratory cycle) but
sustained increase that was maintained during 60 min after injections (P<0.05, Figure
1G). The MAP and HR did not alter after episodic microinjections of 5-HT in the
RTN/pFRG. Microinjections of vehicle (n=5) did not produce any cardiorespiratory
changes (Figure 1E-I). The sites of 5-HT microinjections were centered ventromedially
in relation to the caudal pole of the facial nucleus, as illustrated in Figure 1J. The group

data are summarized in the Table 1.
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In a separated group of vagotomized animals (n=4), the centers of
microinjections were located rostral to the RTN/pFRG, close to the rostral pole of the
facial nucleus. In these animals, episodic microinjections of 5-HT did not alter the DIA
burst amplitude (100 vs 104=7 vs 107+3 %, respectively basal, 30 and 60 min after
microinjections) and frequency (84+2 vs 84+2 vs 99+1 cpm, respectively basal, 30 and
60 min after microinjections), ABD activity (100 vs 93£5 vs 94=6 %, respectively
basal, 30 and 60 min after microinjections), MAP (116+3 vs 120+2 vs 117+2 mmHg,
respectively basal, 30 and 60 min after microinjections) and HR (359£12 vs 353£15 vs

349+12 bpm, respectively basal, 30 and 60 min after microinjections).

Considering our previous observation that vagal afferent inputs exert a inhibitory
influence on the generation of abdominal expiratory activity in anesthetized rats (33),
we performed 5-HT microinjections in vagotomized rats to better visualize its excitatory
effects on the control of abdominal expiratory activity (Figure 2). Episodic
microinjections of 5-HT (n=6) in the RTN/pFRG evoked a substantial increase in ABD
activity (P<0.01) accompanied by a marked reduction in the DIA burst amplitude
(P<0.0001), with no changes in burst frequency (Figures 2E-G). No significant changes
were observed in the MAP and HR (Figures 2H and I). Prior injections of the 5-HT»
receptor antagonist, ketanserin, in the RTN/pFRG of vagotomized rats (n=5) prevented
the increase in ABD activity as well as the depression in DIA amplitude elicited by
episodic 5-HT microinjections (Figures 2E-G). The same treatment using the vehicle in
the RTN/pFRG of vagotomized rats (n=4) did not promote changes in the
cardiorespiratory parameters analyzed (Figure 2E-I). The sites of 5-HT and ketanserin
microinjections in vagotomized groups were centered ventromedially in relation to the

facial nucleus, as illustrated in Figure 2J. The group data are summarized in the Table 2.

Bilateral microinjections of ketanserin in the RTN/pFRG of rats (n=4) did not
promote changes in the DIA burst amplitude (100 vs 956 vs 946 %, respectively
basal, 30 and 60 min after microinjections) and frequency (9245 vs 9146 vs 91+6 ¢cpm,
respectively basal, 30 and 60 min after microinjections), ABD activity (100 vs 994 vs
08+2 %, respectively basal, 30 and 60 min after microinjections), MAP (119+4 vs
116+3 vs 1174 mmHg, respectively basal, 30 and 60 min after microinjections) and
HR (379+12 vs 381=11 vs 381%11 bpm, respectively basal, 30 and 60 min after

microinjections).
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3.2. Enhanced inspiratory and expiratory responses fo lypercapnia after episodic 5-

HT microinjections in the RTNpFRG

Before microinjections of wvehicle (n=5), wvagus-intact rats exposed to
hypercapnia presented an increase in the DIA amplitude (A=80£10%, P<0.001, Figure
3B) accompanied by a slight reduction in the respiratory frequency (A=-9+2 cpm,
P<0.05, Figure 3C), no changes in the ABD activity (A=-1£3 %, Figure 3D) and MAP
(A=4=2 mmHg, Figure 3E), and bradycardia (A=-23£6 bpm, P<0.05, Figure 3F).
Similar responses were observed in the rats from the other experimental groups before
microinjections of 5-HT in the RTN/pFRG (Figures 3B-F). Bilateral microinjections of
either vehicle or single 5-HT (n=5) in the RTN/pFRG did not promote significant
changes in the magnitude and pattern of the cardiorespiratory responses to hypercapnia
(Figures 3B-F). On the other hand, episodic microinjections of 5-HT in the RTN/pFRG
(n=6) amplified the magnitude of COs-induced change in the DIA amplitude at 30
(A=111£17%, P<0.01) and 60 minutes (A=118=11%, P<0.05) after microinjections
(Figures 3A and B). The ABD response, which was absent before microinjections, was
evident, although not statistically significant, at 30 min (A=62+£21%) and marked
potentiated 60 min (A=137+26%, P<0.01) after the episodic microinjections (Figures
3A and D). At 60 min, a very mild hypotensive response to hypercapnia (A= -2+1
mmHg; P<0.05) was also observed after episodic 5-HT microinjections in the
RTN/pFRG (Figure 3E). The magnitude of changes in the DIA frequency and HR were
not modified after microinjections (Figures 3C and F).

3.3. The 5-HT: antagonism in the RTN/pIFRG prevented the emergence of active

expiration induced by acute intermittent hypoxia

As previously described (33), anesthetized vagus-intact rats exposed to acute
hypoxia (6-7% Oa for 45 s) exhibited an increase in DIA burst frequency and amplitude
accompanied by a decrease in MAP and no significant changes in ABD activity and HR
(Figure 4A). In the group of animals that received microinjections of vehicle in the
RTN/pFRG (n=4), AIH exposure did not elicit significant changes in basal DIA burst
amplitude (A= 3=1 and 3£2 %, respectively 30 and 60 min after AIH; Figure 4E) and
frequency (90£8, 94£7 and 93=8 cpm, respectively before, 30 and 60 min after AIH;
Figure 4F). On the other hand, a progressive and persistent increase in basal ABD
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activity (A= 28+5 and 40£9 %, respectively 30 and 60 min after AIH, P<0.05; Figure
4G), characterized by high amplitude expiratory bursts that were not present in all
respiratory cycles (Figure 4B). The AbN hyperactivity elicited by AIH were not
associated with changes in arterial PO; and pH, since the values before (PaO,: 460+26
mmHg, pH: 7.35£0.01) and at 30 min (PaO,: 488+9 mmHg, pH: 7.33£0.02) and 60 min
after AIH (PaO,: 43543 mmHg, pH: 7.35+0.02) were similar. With respect to basal
cardiovascular parameters, MAP levels did not modify after AIH (135£3, 136+3 and
13244 mmHg, respectively before, 30 and 60 min after AIH, Figure 4H) whilst HR
exhibited a significant increase at 60 min after the exposure (365220, 371+19 and

37617 bpm, respectively before, 30 and 60 min after AIH, Figure 41).

In animals that received microinjections of ketanserin in the RTN/pFRG before
and during the exposure to AIH (n=5), the development of augmented ABD activity (A=
1£3 and -1=1 %, respectively 30 and 60 min after AIH; Figure 4G) and tachycardia
(365=11, 361=13 and 357=13 bpm, respectively before, 30 and 60 min after AIH,
Figure 41) were completely prevented. The other cardiorespiratory parameters analyzed
were not modified either by AIH or by the 5-HT: antagonism (Figures 4 E, F and H).
The sites of bilateral ketanserin microinjections in the RTN/pFRG are illustrated on

Figure 4J.

4. DISCUSSION

Abdominal contractions are observed during active expiration as a reflex
mechanism contributing to increase respiratory frequency and tidal volume (31, 33).
Neurons of the RTN/pFRG region are suggested to compose an expiratory conditional
oscillator that is essential for the generation of active expiratory pattern (1, 27, 29). In
the present study, we provide evidence that 5-HT, acting on 5-HT receptors, stimulates
the RTN/pFRG oscillator and transforms expiration into an active process in animals
maintained at resting conditions (hyperoxia/normocapnia). This serotoninergic-
dependent mechanism in the RTN/pFRG is recruited during acute IH exposure and
contributes to the development of long-term abdominal hyperactivity after the hypoxic
episodes. Our data demonstrate a relevant excitatory role of 5-HT on the RTN/pFRG

neurons, potentially on those that are part of the expiratory oscillator, causing a

123



12

persistent increase in abdominal motor activity in anesthetized animals, especially in

conditions of intermittent hypoxia.

Excitatory effects of 5-HT in the RTN/pFRG and generation of abdominal activity

Serotoninergic neurons, in particular those located within the medulla oblongata,
innervate several nuclei involve with the control of respiratory activity and exert a
potent modulatory effect on breathing (11, 14, 35, 54, 55). Acting at the level of RTN,
previous studies have shown that 5-HT causes an increase in phrenic nerve activity by a
mechanism involving 5-HT> Gy-mediated inhibition of KCNQ channels (25) and 5-HT;
Gs-mediated activation of HCN channels (24) in chemosensitive neurons. In our
experimental conditions, 5-HT microinjections in the RTN/pFRG did not evoke, at the
moment of injections, any significant respiratory change. By the fact that 5-HT
stimulates chemosensitive neurons by a pH-independent mechanism (Mulkey et al.,
2007), the basal activity of RTN neurons may determine the impact of 5-HT on
respiratory activity. In this regard, we speculate that in our experimental conditions (i.p.
urethane anesthesia, spontaneous breathing rats), basal level of activity of the RTN
neurons might be different compared to the other studies, which may explain the absent

of acute respiratory effects after S-HT microinjections.

In spite of the lack of acute cardiorespiratory changes in response to 5-HT, we
verified that episodic, but not single 5-HT microinjections in the RTN/pFRG promoted
a sustained increase in abdominal activity in vagus-intact animals. This effect is in
agreement with the notion that serotonin has the property of inducing short- and long-
term plastic changes that leads to persistent neuronal activation (10, 62). Interestingly,
the magnitude of this response was marked amplified in vagotomized rats due to the
absence of vagal-dependent inhibition on the mechanisms generating abdominal activity
(33). There is evidence demonstrating that serotonin-dependent plasticity is associated,
at least in part, with strengthening of glutamatergic synaptic transmission (3, 62)
consequent to activation of 5-HT» receptors (10). In agreement with this notion, we
verified that the long-term increase in abdominal activity elicited by episodic 5-HT in
the RTN/pFRG was prevented by prior microinjections of ketanserin, suggesting the
involvement of 5-HT; receptors (40, 52). Therefore, we suggest that 5-HT, acting on 5-
HT: receptors, may increase the excitatory synaptic efficacy in the RTN/pFRG, causing
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a persistent activation of the neurons that compose the expiratory oscillator. By the fact
that single 5-HT microinjections in the RTN/pFRG did not cause effects of same
magnitude and duration, we hypothesize that the modulatory effect of 5-HT on the

expiratory oscillator might be pattern-dependent.

In addition to the increased basal abdominal activity, episodic microinjections of
5-HT in the RTN promoted a long-term potentiation of the inspiratory and expiratory
responses to hypercapnia. These findings are in agreement with previous observations
by Mulkey, Rosin, West, Takakura, Moreira, Bayliss and Guyenet (46) demonstrating
that 5-HT sensitises RTN neurons and enhances their response to acidification by a 5-
HT>-mediated pH-independent mechanism. By the fact that chemosensitive Phox2-b
neurons of the RTN are essential for the emergence of active expiration in conditions of
hypercapnia (39), the sensitization of chemosensitive cells in the RTN after episodic 5-
HT microinjections may be considered as a potential mechanism leading to the
emergence of abdominal hyperactivity at resting conditions. In this regard, it might be
intuitive to expect that inspiratory motor activity would also increase. In contrast, we
noticed that diaphragm activity slightly increased after single 5-HT microinjections and
did not changed after episodic 5-HT microinjections in vagus-intact animals. In
vagotomized rats, episodic 5-HT in the RTN/pFRG promoted a substantial decrease in
diaphragm burst amplitude — an effect that was completely prevented by prior 5-HT:
antagonism. It has been demonstrated that the activation of expiratory neurons of the
RTN/pFRG leads to the stimulation of the inhibitory augmenting-expiratory neurons
(aug-e) of the Boétzinger complex (1). These neurons are suggested to establish
inhibitory connections with inspiratory neurons of the pre-Bétzinger, the rostral ventral
respiratory group and phrenic motor nucleus (18, 56). Therefore, it is possible that the
reduction in diaphragm burst amplitude after episodic 5-HT microinjections in the
RTN/pFRG of vagotomized rats was consequent to the exaggerated activation of
RTN/pFRG expiratory neurons that, in turn, leaded to the activation of inspiratory-
inhibiting B6tC neurons. By the fact that the level of excitation of RTN/pFRG neurons
may have been smaller in vagus-intact animals that received episodic or single
microinjections of 5-HT (due to the presence of inhibitory feedback from pulmonary
afferents), the changes in diaphragm activity were absent or even rapidly evident,

respectively.
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We cannot exclude the possibility that the effects induced by episodic
microinjections of 5-HT were consequent to the spread of the drug to areas adjacent to
the RTN/pFRG, such as the Raphe nucleus and the ventral respiratory column (VRC).
We verified that microinjections of 5-HT in the rostral portion of the RTN (close to the
rostral pole of facial nuclei) did not evoke changes in the cardiorespiratory parameters
evaluated. The centres of those microinjections in the rostral RTN were located at the
same level of Raphe magnus nucleus, which has been demonstrated to be involved in
the processing of ventilatory responses to hypercapnia (15). Based upon these
observations, we suggest that the changes in basal and chemoreflex abdominal activity
induced by microinjections in the RTN/pFRG may have not been related to the spread
of 5-HT to the adjacent Raphe nucleus. With respect to the VRC, previous studies
documented that 5-HT, acting at the level of BitC and pre-BotC, promotes sympatho-
inhibition (41) and inspiratory excitation (10, 53) — responses that were not observed in
the present study. Therefore, the modulatory effects of 5-HT on the expiratory oscillator
may be mainly dependent on the activation of serotoninergic mechanisms in the

RTN/pFRG.

Long-term facilitation of expiratory motor activity induced by IH depends on the

serotoninergic mechanisms in the RTN/pFRG

Acute IH elicits a compensatory increase in basal ventilation that is suggested to
be associated with the long-term facilitation of inspiratory motor outputs, including
phrenic, hypoglossal and intercostal nerves (5, 16, 23). Different from these studies, we
did not observe significant increases in diaphragm burst amplitude and frequency after
[H. It is possible that this contradictory result relies on differences in methodological
procedures, such as the presence of intact vagus nerves, which may have limited the IH-
induced facilitation of inspiratory motor activity due to the activation of pulmonary
feedback afferents. We may also consider the fact that our experiments were performed
in spontaneous breathing rats, which may have exhibited differences at baseline and
post-stimulus arterial partial pressure of CO; in comparison to paralyzed artificially-
ventilated animals (30). In spite of the lack of changes in inspiratory activity, we
observed that acute TH promoted a progressive and sustained increase in the abdominal
motor activity, indicating that the mechanisms responsible for the generation of active

expiration were stimulated persistently after IH. This is in agreement with previous
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studies reporting that animals submitted to chronic IH (for 10 days) exhibit active
expiration at rest (44, 64), and support the notion that a long-term facilitation of
expiratory motor activity is an important ventilatory component underpinning the
compensatory increase in ventilation after IH. The fact that the exposure to acute IH did
not promote changes in the PaO, and pH supports the idea that the induced expiratory
long-term facilitation was mediated by plastic changes in central mechanisms

controlling breathing pattern.

Accumulating evidence supports the notion that augmented ventilation after IH
is dependent on the activation of serotoninergic mechanisms (4, 6, 36). Previous studies
showed that either systemic or site-specific (e.g., phrenic motor nucleus) antagonism of
the serotoninergic receptors prevent the inspiratory long-term facilitation after IH (6, 16,
22). In the present study, we show for the first time that serotoninergic mechanisms in
the RTN/pFRG are essential for the development of expiratory long-term facilitation
induced by IH. By the fact that microinjections of ketanserin in the RTN/PFRG were
able to inhibit the effects of IH on abdominal activity, we propose that IH causes a long-
lasting activation of the RTN/pFRG expiratory oscillator through a 5-HT:;-mediated
mechanism. The serotoninergic neurons of the caudal raphe (17, 50), particularly from
raphe magnus and raphe obscurus (Mulkey et al., 2007), may be considered as a
potential source of 5-HT release in the RTN/pFRG during TH. However, additional
experiments are required to identify the source of 5-HT and the potential molecular

mechanisms leading to the activation of the RTN/pFRG after IH.

The exposure to IH is also associated with the development of high levels of
sympathetic activity and elevation of arterial pressure levels (16, 34, 61, 63), which is
coupled to the emergence of active expiratory pattern (44, 64). In our experimental
conditions, the anesthetized rats exposed to IH did not show significant changes in the
arterial pressure levels, but exhibited elevated heart rate. This IH-elicited tachycardia
was prevented by the microinjections of ketanserin in the RTN/pFRG, which might
suggest that the activation of RTN/pFRG expiratory oscillator by 5-HT during IH also
contributes to increase sympathetic activity to the cardiovascular system. However, this
possibility must be confirmed by additional experiments involving direct recordings of

sympathetic activity.
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Concluding remarks

In the present study, we reported for the first time that 5-HT, applied
episodically in the RTN/pFRG, promotes a progressive and sustained increase in
abdominal motor activity, through the activation of 5-HT: receptors. These findings
extend previous observations about the role of serotoninergic mechanisms in the
RTN/pFRG in the control of breathing and indicate that 5-HT is an important
transmitter involved with the activation of expiratory conditional oscillator. Moreover,
this 5-HT> dependent mechanism of the RTN/pFRG is engaged during IH and is
essential for the development of long-term facilitation of expiratory motor activity.
Accumulating clinical and experimental evidence indicates that IH is an important risk
factor for the development of cardiorespiratory dysfunctions, including sympathetic-
mediated arterial hypertension, respiratory dysfunctions and chemoreflex hyperactivity
(8, 42, 43, 47, 58, 64). The maintenance of higher levels of sympathetic activity after
the chronic exposure to IH has been associated with strengthened respiratory-
sympathetic coupling consequent to the generation of active expiration (44, 64).
Therefore, the identification of 5-HT and the 5-HT: receptors in the RTN/pFRG as a
key mechanism for the emergence of abdominal hyperactivity might help to understand

the development of the cardiorespiratory dysfunctions associated with TH.
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Table 1. Values of diaphragmatic burst amplitude (DIA) and frequency (Rf), abdominal

mean activity (ABD), mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) before (basal)

and after microinjections of vehicle (n=5), single 5-HT (n=8) and episodic 5-HT (n=7)

in the RTN/pFRG of vagus-intact anesthetized rats. * - Different from respective

baseline, P<00.05. # - Different from vehicle group at the corresponding time, P<0.05.

vehicle single 5-HT episodic 5-HT
Basal | 30 min | 60 min Basal 30 min | 60 min | Basal | 30 min 60 miin
DIA (%) 100 | 1054 | 10847 100 113637 | 11145 | 100 | 10146 10249
Rf (cpm) 03+8 | 03+7 | 0447 | 9242 9343 93+3 | 93+6 | 906 9246
ABD (%) 100 | 0843 | 982 100 L1513 | 11712 | 100 | 12626 | 1394147
MAP (mmHg) | 126=1 | 12342 | 1231 | 11645 | 12046 | 118+5 | 119+5 | 12245 1175
HR (bpm) | 390421 | 384424 | 386424 | 381416 | 3876 | 38447 | 38249 | 38148 37949

Table 2. Values of diaphragmatic burst amplitude (DIA) and frequency (Rf), abdominal

mean activity (ABD), mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) before (basal)

and after microinjections before (basal) and after microinjections of vehicle (n=4),

episodic 3-HT (n=6) and ketanserin + episodic 3-HT (n=3) in the RTN/pFRG of

vagotomized anesthetized rats.

*

Different from vehicle group at the corresponding time, P<0.05

- Different from respective baseline, P<0.05. # -

vehicle episodic 5-HT ketanserin + episodic 5-HT
Basal | 30 min | 60 min | Basal 30 min 61 min Basal | 30 min 60 min
DIA (%) 100 | 9944 | 9742 100 615" 566" 100 1005 | 9945
Rf (cpm) 45+1] 4342 4242 4241 4241 41+1 4343 4043 4043
ABD (%) 100 [ 10945 | 11049 [ 100 | 1894357 [ 186337 [ 100 10444 | 9842
MAP (mmHg) | 99+] 97+1 05+2 108+1 108+1 101+2 1315 131+£5 126+4
HR (bpm) 33447 [325+£11 | 3109 | 361+8 348+8 3407 35045 3407 334+6
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Episodic microinjections of 5-HT in the RTN/pFRG evoke abdominal
expiratory activity in anesthetized vagus-intact rats, Panels A and B: Pulsatile
arterial pressure (PAP), raw and integrated (f ) diaphragmatic (DIAgnm) and abdominal
(ABDgna) electromyographic recordings of vagus-intact animals, representative from
their respective group, illustrating the effects of single (panel A, arrow) and episodic
(panel B, arrows) bilateral microinjections of 5-HT in the RTN/pFRG. Panel C and D:
Expanded tracings from panels A and B, respectively, illustrating the PAP recordings
and the integrated DIAgmG and ABDgyg activities before (1 and I) and at 30 (2 and 11)
and 60 min (3 and III) after microinjections. Panels E-I: Average values of DIA burst
amplitude (panel E) and frequency (panel F), ABD mean activity (panel G), mean
arlerial pressure (MAP, panel H) and heart rate (HR. panel 1) before (basal) and after
microinjections of vehicle (n=5), single 5-HT (n=8) and episodic 5-HT (n=7) in the
RTN/pFRG. Panel J. Photomicrography of a coronal slice of the brainstem from a
representative rat of the group, showing the sites of microinjections in the RTN/pFRG
(arrows). Abbreviations — VII: facial nucleus; py: Pyramidal tract; RPa: Raphe Pallidus
nucleus; sp5: spinal trigeminal tract. * - Different from respective basal values. # -

Different from vehicle group at the corresponding time.

Figure 2. The antagonism of 5-HT; receptors blocks the emergence of abdominal
activity in response to episodic microinjections of 5-HT in the RTN/pFRG of
anesthetized vagotomized rats, Pulsatile arterial pressure (PAP), raw and integrated [f}
diaphragmatic (DIAgmc) and abdominal (ABDgmg) electromyographic recordings of
vagotomized animals, representative from their respective group, illustrating the
cardiorespiratory changes elicited by episodic 5-HT microinjections in the RTN/pFRG
(panel A, solid arrows) that were prevented by previous 5-HT, receptor antagonism
with ketanserin (panel B, dashed arrow). Panel C and D: Expanded tracings from panels
A and B, respectively, illustrating the PAP recordings and the integrated DIAgnmg and
ABDpgyg activities before (1 and 1) and at 30 (2 and 1) and 60 min (3 and III) afier
microinjections. Panels E-1: Average values of DIA burst amplitude (panel E) and
frequency (panel F), ABD mean activity (panel (G), mean arterial pressure (MAP, panel
H) and heart rate (HR, panel I) before (basal) and after microinjections of vehicle (n=4),

episodic 5-HT (n=6) and ketanserin + episodic 5-HT (n=5) in the RTN/pFRG. Panel J:
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Photomicrography of a coronal slice of the brainstem from a representative rat of the
group, showing the sites of microinjections in the RTN/pFRG (arrows). Abbreviations —
VII: facial nucleus; py: Pyramidal tract; RPa: Raphe Pallidus nucleus; sp5: spinal
trigeminal tract. * - Different from respective basal values. # - Different from vehicle

group at the corresponding time.

Figure 3. Episodic microinjections of 5-HT in the RTN/pFRG potentiate
inspiratory and expiratory responses to hypercapnia. Panel A: Pulsatile arterial
pressure (PAP). raw and integrated (J) diaphragmatic (DIAgug) and abdominal
(ABDgnma) electromyographic recordings of a vagus-intact rat, representative from the
group, illustrating the cardiorespiratory reflex responses to hypercapnia (10% COa,
exposure period initiation indicated by the arrow) before and at 30 and 60 min after the
episodic microinjections of 5-HT in the RTN/pFRG. Panels B-F: Average values of the
magnitude of the reflex changes in DIA burst amplitude (panel B) and frequency (panel
F)., ABD mean activity (panel D), mean arterial pressure (MAP, panel E) and heart rate
(HR, panel I) before (basal) and after microinjections of vehicle (n=5), single 5-HT

(n=5) and episodic 5-HT (n=6) in the RTN/pFRG.

Figure 4. The acute intermittent hypoxia-induced long-term facilitation of
abdominal activity is prevented by the antagonism of 5-HT: receptors in the
RTN/pFRG of anesthetized rats. Pulsatile arterial pressure (PAP), raw and integrated
{J ) diaphragmatic (DI Agpyg) and abdominal (ABDgyg) electromyographic recordings of
a vagus-intact animal, representative from the group, illustrating the changes elicited by
the exposure to acute intermittent hypoxia (AIH) on basal cardiorespiratory parameters.
The arrows indicate the time of vehicle injections. Panel B: Expanded tracings from
panels A, illustrating the PAP recordings and the integrated DIApmc and ABDemc
activities before (1 and I) and at 30 (2 and 1I) and 60 min (3 and III) afier AIH. Panels
E-1: Average values of DIA burst amplitude (panel E) and frequency (panel F), ABD
mean activity (panel G), mean arterial pressure (MAP, panel H) and heart rate (HR,
panel 1) before (basal) and after AIH combined with microinjections of vehicle (n=4) or
ketanserin (n=5) in the RTN/pFRG. Panel J: Photomicrography of a coronal slice of the

brainstem from a representative rat of the group, showing the sites of microinjections in
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the RTN/pFRG (arrows). Abbreviations — VII: facial nucleus; py: Pyramidal tract; RPa:
Raphe Pallidus nucleus; sp5: spinal trigeminal tract. * - Different from respective basal

values. # - Different from vehicle group at the corresponding time.
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