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Capitulo |

Participacao da Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP) nas
respostas cardiorrespiratorias e térmicas a hipercapnia e

hipoxia.



LISTA DE ABREVIACOES

CO,— diodxido de carbono

EPM — erro padrdo da média

FC — freqliéncia cardiaca

fR — freqliéncia respiratoria

HCO®* — bicarbonato

IBO — 4cido iboténico

LC — locus coeruleus

NRM - ndcleo da rafe magnus

NTS — nucleo do trato solitério

O, — oxigénio

PaCO, — pressao parcial arterial de didxido de carbono
PA — pressdo arterial

PAM — pressao arterial média

PaO, — pressdo parcial arterial de oxigénio
PAP — pressdo arterial pulsatil

PBS — salina tamponada com fosfato (veiculo)
pH — potencial hidrogeniénico

pHa — pH arterial

POA — area pré-optica do hipotalamo

RVLM - bulbo ventrolateral rostral

SCP — substancia cinzenta periaquedutal

SCPd - substéancia cinzenta periaquedutal dorsal (colunas dorsomedial e dorsolateral)

SCPv — substéncia cinzenta periaquedutal ventral (colunas lateral e ventrolateral)



SNC - sistema nervoso central
TAM - tecido adiposo marrom
Tc — temperatura corporal
Ve — ventilacdo pulmonar

V1— volume corrente



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Representacdo esquematica da divisdo em colunas da SCP.

Figura 2: Representacdo esquematica das areas lesadas com acido iboténico na SCPd e SCPv.

Figura 3: Fotomicrografia de uma sec¢éo transversal do mesencéfalo mostrando sitio de
injecdo e caracteristicas da lesdo com &cido iboténico na SCP.

Figura 4: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (0,5 pL) ou PBS (0,5 pL) na SCP dorsal
sobre ventilacdo (VE), o volume corrente (V1) e frequéncia respiratéria (fR) de ratos durante
normocapnia e hipercapnia. O inicio e a duracdo da hipercapnia estdo sinalizados no grafico.
Os valores sdo expressos como média + E.P.M. *Indica diferenca significativa entre as médias
dos grupos lesado (IBO) e Sham (PBS).

Figura 5: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (0,5 pL) ou PBS (0,5 pL) na SCP dorsal
sobre a presséo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) (A) e temperatura corporal (Tc)
(B) de ratos durante a normocapnia e hipercapnia. O inicio e a duragdo da hipercapnia estdo
sinalizados no grafico. Os valores sdo expressos como média = E.P.M.

Figura 6: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (0,5 pL) ou PBS (0,5 pL) na SCP ventral
sobre ventilacdo (VE), o volume corrente (V1) e frequéncia respiratéria (fR) de ratos durante
normocapnia e hipercapnia. O inicio e a duracdo da hipercapnia estdo sinalizados no grafico.
Os valores sdo expressos como média + E.P.M. *Indica diferenca significativa entre as médias
dos grupos lesado (IBO) e Sham (PBS).

Figura 7: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (0,5 pL) ou PBS (0,5 pL) na SCP ventral
sobre a pressdo arterial média (PAM), freqliéncia cardiaca (FC) (A) e temperatura corporal (Tc)
(B) de ratos durante a normocapnia e hipercapnia. O inicio e a duracdo da hipercapnia estdo
sinalizados no grafico. Os valores sdo expressos como média + E.P.M.

Figura 8: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (0,5 pL) ou PBS (0,5 pL) na SCP dorsal
sobre ventilacdo (VE), o volume corrente (V1) e freqliéncia respiratoria (fR) de ratos durante
normoxia e hipdxia. O inicio e a duragdo da hipdxia estdo sinalizados no grafico. Os valores
sd0 expressos como média £ E.P.M.

Figura 9: Efeito da microinjecdo de &cido iboténico (0,5 pL) ou PBS (0,5 pL) na SCP dorsal
sobre a presséo arterial media (PAM), freqiiéncia cardiaca (FC) (A) e temperatura corporal (Tc)
(B) de ratos durante a normoxia e hipoxia. O inicio e a duracdo da hipoxia estdo sinalizados no
gréfico. Os valores sdo expressos como média = E.P.M.

Figura 10: Efeito da microinjecédo de &cido iboténico (0,5 puL) ou PBS (0,5 pL) na SCP ventral
sobre ventilacdo (VE), o volume corrente (V1) e frequéncia respiratoria (fR) de ratos durante
normoxia e hipodxia. O inicio e a duracdo da hipdxia estdo sinalizados no grafico. Os valores
sd0 expressos como média £ E.P.M.



Figura 11: Efeito da microinjecdo de &cido iboténico (0,5 pL) ou PBS (0,5 pL) na SCP ventral
sobre a presséo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) (A) e temperatura corporal (Tc)
(B) de ratos durante a normoxia e hipoxia. O inicio e a duracdo da hipoxia estdo sinalizados no
gréfico. Os valores sdo expressos como média = E.P.M.

Figura 12: Efeito da microinjecdo de &cido iboténico (1pL) ou PBS (1 pL) na SCP dorsal
sobre ventilacdo (VE), o volume corrente (Vr) e frequéncia respiratéria (fR) de ratos durante
normodxia e hipdxia. O inicio e a duragdo da hipoxia estdo sinalizados no grafico. Os valores
sdo expressos como média = E.P.M. *Indica diferenca significativa entre as médias dos grupos
lesado (IBO) e Sham (PBS).

Figura 13: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (1 pL) ou PBS (1 pL) na SCP dorsal
sobre a pressdo arterial média (PAM), freqliéncia cardiaca (FC) (A) e temperatura corporal (Tc)
(B) de ratos durante a normoxia e hipoxia. O inicio e a duracdo da hipdxia estdo sinalizados no
grafico. Os valores sdo expressos como média + E.P.M.

Figura 14: Efeito da microinjecdo de &cido iboténico (1 pL) ou PBS (1 pL) na SCP ventral
sobre ventilacdo (VE), o volume corrente (V1) e freqliéncia respiratoria (fR) de ratos durante
normoxia e hipoxia. O inicio e a duragdo da hipdxia estdo sinalizados no gréfico. Os valores
sd0 expressos como média £ E.P.M.

Figura 15: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (1 pL) ou PBS (1 pL) na SCP ventral
sobre a pressdo arterial média (PAM), freqiiéncia cardiaca (FC) (A) e temperatura corporal (Tc)
(B) de ratos durante a normoxia e hipoxia. O inicio e a duracdo da hipdxia estdo sinalizados no
grafico. Os valores sdo expressos como média + E.P.M.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Medidas da lesdo (0,5 pL) da SCPd e SCPv dos animais submetidos a hipercapnia.

Tabela 2: Valores do pH arterial (pHa), pressao parcial de oxigénio arterial (PaO;), pressao
parcial de didxido de carbono arterial (PaCO,) e bicarbonato plasmatico (HCO3—) nos animais
lesados na SCP dorsal e Sham expostos a hipercapnia (7% CO,).

Tabela 3: Tabela 2: Valores do pH arterial (pHa), pressao parcial de oxigénio arterial (PaO,),
pressao parcial de dioxido de carbono arterial (PaCO,) e bicarbonato plasméatico (HCO3—) nos
animais lesados na SCP ventral e Sham expostos a hipercapnia (7% CO,).

Tabela 4: Medidas da leséo (0,5 e 1 pL) da SCPd e SCPv dos animais submetidos a hipdxia.

Tabela 5: Valores do pH arterial (pHa), pressao parcial de oxigénio arterial (PaO;), pressao
parcial de didxido de carbono arterial (PaCO,) e bicarbonato plasméatico (HCO3—) nos animais
lesados (0,5 L) na SCP dorsal e Sham expostos a hipdxia (7% O,).

Tabela 6: Valores do pH arterial (pHa), pressao parcial de oxigénio arterial (PaO;), pressao
parcial de didxido de carbono arterial (PaCO,) e bicarbonato plasmatico (HCO3—) nos animais
lesados (0,5 puL) na SCP ventral e Sham expostos a hipoxia (7% O,).

Tabela 7: Valores do pH arterial (pHa), pressdao parcial de oxigénio arterial (PaO;), pressao
parcial de didxido de carbono arterial (PaCO,) e bicarbonato plasmatico (HCOs—) nos animais
lesados (1uL) na SCP dorsal e Sham expostos a hipdxia (7% O.).

Tabela 8: Valores do pH arterial (pHa), pressao parcial de oxigénio arterial (PaO;), pressao
parcial de didxido de carbono arterial (PaCO,) e bicarbonato plasmatico (HCO3—) nos animais
lesados (1 pL) na SCP ventral e Sham expostos a hipoxia (7% O).



1. RESUMO

A substancia cinzenta periaquedutal (SCP), uma estrutura mesencefalica, esta
diretamente relacionada com a modulacdo de comportamentos de sobrevivéncia e possui
projecdes diretas para varios nucleos centrais que estdo envolvidos no controle respiratorio,
dentre eles, o grupo celular A5, nacleo do trato solitario, bulbo ventrolateral rostral e nicleo da
rafe entre outros. Também recebe aferéncias do hipotalamo dorso medial, regido esta envolvida
no controle da temperatura corporal.

Embora, ja seja conhecido que a SCP elicia respostas cardiorrespiratérias quando
estimulada, os mecanismos modulatdrios envolvidos ainda ndo estdo totalmente elucidados.
Sendo assim, 0 presente projeto teve como objetivos verificar a participagao da SCP “dorsal”
(dorsomedial/dorsolateral) e SCP  “ventral” (lateral/ventrolateral) nas  respostas
cardiorrespiratérias e termorreguladoras frente a normocapnia normdxica, hipercapnia e
hipdxia por meio da lesdo quimica com &cido iboténico.

Assim, cido iboténico (IBO — 0,5 pL) ou veiculo (PBS — 0,5 pL; Grupo Sham) foram
injetados na SCP dorsal e ventral de ratos Wistar. Ventilagdo pulmonar (VE), pressao arterial
média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura corporal (Tc) foram medidas em ratos
ndo anestesiados durante normocapnia, hipercapnia e hipoxia aos 5, 15, 30 min. ap0s exposi¢do
(7% CO, 0u 7% O,). A lesdo na SCPd causou reducao de 31% na resposta respiratoria ao CO,
(1094,3 + 115 mL/Kg/min) comparada ao grupo Sham (1589,5 + 88,1 mL/Kg/min). Nos
animais com lesdo da SCPv ocorreu uma reducdo de 26% na resposta ventilatoria ao CO,
(1215,3 + 108,6 mL/Kg/min) comparada ao grupo Sham (1657,3 £ 173,9 mL/Kg/min). A

ventilagéo basal, PAM, FC e Tc ndo foram afetadas pelas lesdes na SCPd/SCPv. Os resultados
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sugerem que SCPd e SCPv exercem um papel excitatdrio na resposta ventilatoria a hipercapnia
em ratos, mas ndo afetam a PAM, FC e Tc em condicGes basais ou durante a hipercapnia.

Em relacdo a hipoxia, lesbes de 3,9 e 2,8% da SCPd e SCPv, respectivamente,
promovidas pela injecdo de 0,5 pL de 4&cido iboténico ndo alteraram o0s parametros
cardioventilatorios comparados aos controles. O aumento do volume de injecdo de &cido
iboténico para 1 pL, promoveu lesdo de 9,8% da SCPd e 6,7% da SCPv. O aumento da area
lesada na SCPd promoveu um aumento de 67% (1730 £ 282,5 mL/Kg/min) na resposta
ventilatoria a hipoxia comparado ao grupo Sham (991,4 + 194 mL/Kg/min) apds 15 minutos de
exposicdo. As lesbes na SCPv ndo promoveram mudancgas significativas na ventilacdo
comparado ao controle. A ventilacdo basal, PAM, FC e Tc também ndo foram afetadas pelas
lesbes na SCPd/SCPv independente dos volumes testados. Estes resultados sugerem que apenas
SCPd modula a resposta ventilatoria exercendo um efeito inibitério durante a hipdxia.

Adicionalmente, SCP ndo afeta a PAM, FC e Tc em condicBes basais ou durante a hipdxia.

Palavras-Chave: quimiorrecepcdo central, substancia cinzenta periaquedutal, termorregulacéo,

hipercapnia, hipdxia.
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2. ABSTRACT

The periaqueductal gray (PAG), a midbrain structure, is directly related to the
modulation of survival behaviors and has direct projections to several central nuclei that are
involved in breathing control, including the A5 cell group, nucleus of the solitary tract, rostral
ventrolateral medulla, raphe nuclei among others. It also receives afferents from areas involved
in the control of body temperature such as dorsal medial hypothalamus.

Although it is already known that the PAG elicits ventilatory responses when
stimulated, the neural circuits involved in this response are not fully elucidated. Therefore, this
study explored the involvement of dorsal and ventral PAG on cardiorespiratory and thermal
responses to normocapnia, hypercapnia and hypoxia.

Thus, ibotenic acid (IBO) or vehicle (PBS, Sham group) was injected into the dPAG
(dorsomedial/dorsolateral) or VPAG (lateral/ventrolateral) of male Wistar rats. Pulmonary
ventilation (VE), mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and body temperature (Th)
were measured in unanaesthetized rats during normocapnia normoxic, hypercapnic and hypoxic
exposure (5, 15, 30 min, 7% CO,). The first set of experiments with hypercapnic challenge,
IBO lesioning of the dPAG caused reduction of 31% of the respiratory response to CO, (1094.3
+ 115 mL/Kg/min) compared with Sham (1589.5 + 88.1 mL/Kg/min), whereas lesion of vPAG
caused a decrease in 26% of hypercapnic hyperpnoea (1215.3 + 108.6 mL/Kg/min) compared
with Sham (1657.3 + 173.9 mL/Kg/min). Basal VE, MAP, HR and Th were not affected by
dPAG or VPAG lesion. These results suggest that dPAG and VPAG exert an excitatory
modulation of hypercapnic ventilatory response in rats but do not affect MAP, HR or Tb

regulation in resting conditions or during hypercapnia.
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As to hypoxic challenge, lesions of 3.9 e 2.8% of dPAG and VPAG, respectivally,
promoted by microinjection of 0.5 uL of IBO in dPAG and VPAG, did not change the
cardioventilatory and thermal responses to hypoxia. The increase of the volume of injection of
IBO to 1 pL caused 9.8% and 6.7% of dPAG and VPAG lesion, respectivally. Lesion of dPAG
increased 67% the hypoxic ventilatory response (1730 + 282.5 mL/Kg/min) compared to
Shamp group (991.4 = 194 mL/Kg/min), but lesion of VPAG did not change the
cardiorespiratory and thermal responses to hypoxia. As observed with 0.5 uL of IBO, the
increase of the size of dPAG and vPAG lesion did not affesct MAP, HR and Th. In conclusion,
dPAG neurons exert an inhibitory modulation of hypoxic respiratory. Additionally, the PAG
does not appear to exert a tonic role on cardiovascular and thermal parameters during normoxia

and hypoxic conditions.

Keywords: central chemoreception, periaqueductal gray matter, thermorregulation,

hypercapnia, hypoxia.
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3. INTRODUCAO

3.1. Quimiorrecepcao

Um dos componentes essenciais para manutencdo da vida é a respiragdo, que assegura o
suprimento ideal de O, para os tecidos e mantém os niveis de CO, dentro de uma faixa estreita.
Assim, os sistemas respiratorio e cardiovascular garantem trocas eficazes entre 0os meios
interno e externo além de contribuir para o controle da temperatura corporal e do equilibrio
acido-base, mantendo dessa forma a homeostase do organismo. A regulagdo do CO, € crucial,
pois esta diretamente relacionada ao pH (potencial hidrogeniénico). Uma reducdo ou um
aumento da concentracdo hidrogenionica de 0,1 pM ¢é fatal ao organismo (Richerson, 2004). A
manutencdo em niveis adequados da pressdo parcial arterial de O, (PaO;), da pressao parcial
arterial de CO, (PaCO,) e do pH é realizada por células especializadas chamadas de
quimiorreceptores, que podem ser classificados como periféricos (localizados nos corpos
carotideos e arco aortico) e centrais (localizados no sistema nervoso central — SNC). Os
quimiorreceptores centrais sdo sensiveis as alteracbes de CO,/pH e estdo amplamente
distribuidos no SNC (Nattie, 2001).

Os quimiorreceptores periféricos participam dos ajustes na PaO,, PaCO, e do pH. O
corpo carotideo, um derivado da crista neural, situa-se na bifurcacdo da carétida e €
considerado a principal area periférica quimiorreceptora nos mamiferos adultos, incluindo os
seres humanos (LOpez-Barneo et al., 2001; Weir et al., 2005). Os quimiorreceptores periféricos
tém de 10 a 40% de participacdo nas respostas ventilatorias a hipercapnia sistémica (Dempsey
& Forster, 1982; Pan et al.,1998), sendo o restante da resposta devido & acdo dos

quimiorreceptores centrais. Dessa forma, em relacdo ao CO, e pH, 0s quimiorreceptores
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centrais apresentam funcdo predominante no controle respiratério comparado aos
quimiorreceptores periféricos (Milsom, 2002). Estes por sua vez, apresentam funcédo
predominante em relacdo aos centrais, na deteccdo de alteracbes da PaO, (Feldman & Del
Negro, 2006).

Os quimioreceptores periféricos podem ter atividade ténica a niveis normais de PaO;
(~90-100 mmHg), contudo sdo fortemente ativados em moderados niveis de hipdxia (<50-60
mmHg) (Lopez-Barneo et al., 2001). A queda na PaO, promove a despolarizacao das células
quimiorreceptoras causando a liberacao de varios neurotransmissores (Fidone et al., 1988). Esta
informacdo ascende para o tronco encefélico (principalmente ndcleos respiratérios bulbares),
onde ocorre a integracdo das aferéncias, resultando num aumento da ventilacdo (Gonzalez et

al., 1995).

Em relacdo ao controle cardiovascular, os quimiorreceptores periféricos tem pouca
influéncia em condicBes normais, contudo, ajustam a pressdo arterial e o fluxo sanguineo
durante alteracdes acido-base metabdlicas (O'Regan & Majcherczyk, 1982). A hipercapnia
também pode promover alteracao cardiovascular. Nesse sentido, Somers et al. (1989) e Duffin
(2005) demonstraram que a estimulacdo dos quimiorreceptores centrais causa aumento da
pressdo arterial e da atividade do nervo simpético. Em gatos e ratos vagotomizados e com 0s
barorreceptores desnervados, a hipercapnia ativa o0 componente fasico da atividade simpatica
cervical e esplancnica, o qual é sincronizado com a inspiracdo (Millhorn, 1986; Moreira et al.,
2006). Adicionalmente, Tenney (1956) descreveu um ligeiro aumento da pressdo arterial em
resposta ao CO, em gatos e sugeriu que esse aumento seja causado por uma estimulagéo

simpatoadrenal. Corroborando esses dados, Bloom et al. (1977) demonstraram que, em
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bezerros, a inalacdo de 10% de CO, aumenta a pressdo arterial juntamente com as

concentracdes plasmaticas de cortisol e de noradrenalina.

Além de promover alteracdes cardiorrespiratorias, a hipoxia e hipercapnia podem
provocar alteracbes da temperatura corporal. A hipdxia causa uma queda regulada da
temperatura corporal chamada de anapirexia (Steiner & Branco, 2002). Essa resposta
adaptativa ocorre em varios grupos de animais, incluindo invertebrados e possui varios efeitos
benéficos como reducdo da taxa metabdlica e aumento da extracdo de O, pelos pulmdes devido
aumento da afinidade da hemoglobina ao O, (Wood, 1995; Barros et al., 2001; Bicego et al.,
2007). Em relacdo a hipercapnia, a exposicdo de ratos a uma mistura contendo 10% ou mais de
CO, promove uma inibicdo completa da termogénese (Pepelko & Dixon, 1974). Alguns autores
sugerem que a hipotermia induzida por hipercapnia parece ndo ser consequéncia de uma queda
no metabolismo ou na producdo de calor como ocorre na hipdxia. Neste contexto, Lai et al.
(1981) demonstraram que o consumo de O, aumentou durante a hipercapnia, uma resposta
comumente observada com niveis de 4 a 7% CO, (Saiki & Mortola, 1996). Adicionalmente
dados recentes mostram que a exposicao de ratos a 7% CO; ndo altera a temperatura corporal

de ratos (Biancardi et al., 2008; de Carvalho et al., 2010).

Vaérias evidéncias indicam que os quimiorreceptores centrais estdo amplamente
distribuidos no SNC, em diferentes areas do tronco encefélico, incluindo o ndcleo do trato
solitario (NTS) (Conrad et al., 2009; Dean & Putnam, 2010) nucleo fastigial, nucleo
retrotrapezdide (Mulkey et al., 2004; Guyenet et al,. 2005), rafe rostral bulbar (Nattie, 2001;
Nattie & Li, 2002) e locus coeruleus (LC) (Coates et al., 1993; Ballantyne & Scheid, 2001,

Biancardi et al., 2008, Gargaglioni et al., 2010).
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Uma conexdo entre o sistema respiratorio e transtorno de panico tem sido amplamente
demonstrada (Klein, 1993; Gorman et al., 2000). Nesse sentido, Klein (1993) propds que
ataques espontaneos de panico ocorrem quando o encéfalo detecta erroneamente uma falta de
ar, desencadeando um “falso alarme de sufoca¢do”, ativando inapropriadamente respostas
autondmicas para o sufocamento. A sensibilidade aumentada ao CO, representa um dos
aspectos do detector do transtorno de panico (Klein, 1993). Em voluntarios saudaveis,
administracdo de uma mistura gasosa contendo 7,5% CO, induz ansiedade, aumenta pressao
arterial e frequéncia cardiaca, indicando um aumento da atividade autonémica. De forma
interessante, 0s pacientes com transtorno de panico apresentam uma resposta ventilatoria a
hipercapnia maior que os individuos saudaveis (Nardi et al., 2009). Vaérios estudos tem
demonstrado que uma das regides do SNC que esta envolvida com as respostas desencadeadas
durante os ataques de panico é a Substancia Cinzenta Periquedutal (Sardinha et al., 2009;

Johnson et al., 2011; Schimitel et al., 2012).

3.2. Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP)

A SCP refere-se a um grupo celular que circunda a regido do aqueduto mesencefalico,
também chamado aqueduto de Sylvius. Esta estrutura encefélica tem participagdo no controle
da dor, analgesia, medo, ansiedade, vocalizacdo, lordose (posi¢do adotada pela fémea para a
copula), controle cardiorrespiratorio e termorregulacdo (Behbehani, 1995; Zhang et al., 2007,
Nakamura & Morrisson, 2007).

Os primeiros estudos relacionados a SCP datam da década de 30 e investigaram a
participacdo desta estrutura na nocicepcdo (Magoun, 1937). Ja 0s primeiros ensaios

experimentais sobre a participacdo da SCP nas reagcdes emocionais foram realizados no final da

17



década de 60, e demonstraram que durante a estimulacdo da SCP os pacientes relatavam fortes
experiéncias emocionais, como sensacdo de morte e perigo iminente, acompanhadas de
alteracdes autonémicas como piloerecédo, sudorese e aumento da frequéncia cardiaca (Nashold
et al., 1969). Desde Hunsperger (1963), a SCP tem sido considerada como a via final comum
de todos os comportamentos defensivos.

De maneira geral, a SCP pode ser dividida em quatro colunas longitudinais que variam
ao longo do seu eixo rostro-caudal (Figura 1). As quatro colunas seriam: dorsomedial,
dorsolateral, lateral e ventrolateral, as quais se diferem em caracteristicas imunohistoquimicas,
densidade de receptores, conexdes e fungdes (Carrive, 1993; Bandler & Shipley, 1994; Bandler
& Keay, 1996). O tamanho e forma das colunas também variam ao longo do eixo rostro-caudal
(Carrive, 1993), sendo que dependendo do estimulo, ocorre ativacdo de colunas especificas da
SCP (Canteras & Goto, 1999; Comoli et al., 2003).

A SCP recebe aferéncias e envia eferéncias para diferentes areas motoras, sensoriais,
autondmicas e limbicas (Sawchenko et al., 1983; Beitz, 1990; Bandler et al., 1991; Canteras &
Swanson, 1992; Nolan & Waldrop, 1993; Morrison, 2001; Sewards & Sewards, 2002;
McNaughton & Corr, 2004), indicando que a SCP esteja conectada a varios circuitos neurais
responsaveis por modulacdes fisioldgicas essenciais para a sobrevivéncia do organismo, o que
justifica, portanto, seu envolvimento em diversas fungdes. Assim, a SCP é considerada uma

estrutura heterogénea e de alta complexidade.
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Figura 1: Representacéo esquematica das colunas da SCP. A seta indica o sentido rostro-caudal (Adaptado de Lim
et al., 2000). dm: coluna dorsomedial; dI: coluna dorsolateral; I: coluna lateral; vl: coluna ventrolateral.

3.3. SCP e Quimiorrecepcao

Um dos principais componentes do comportamento defensivo na modulacdo da funcgéo
autondmica inclui as mudancas cardiorrespiratérias. Ja foi demonstrado que a SCP possui
conexdes com diversas areas envolvidas no controle cardiorrespiratério (para revisao, ver Lim
et al., 2009), entre elas, grupo celular A5 (Coles et al., 1996), nucleo parabraquial (Jurgens &
Pratt, 1979; Hayward & Castellanos, 2003), nacleo de Kolliker-Fuse (Holstege, 1991; Cameron
et al., 1995), nicleo da rafe (Azmitia & Segal, 1978), nucleo retrofacial (Kobayashi et al.,
1994; Sakamoto et al., 1996), NTS (Bandler & Tork, 1987), bulbo ventrolateral rostral
(RVLM) (Bago et al., 2002) e nucleo retroambiguo (Holstege, 1989).

Estimulacbes elétricas e quimicas na SCP dorsal e lateral evocam aumentos

significativos na pressdo arterial e frequéncia cardiaca e comportamentos de fuga ou luta
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(Carrive, 1993; Bandler et al., 2000; Huang et al., 2000; Zhang, 2004; Subramanian et al.,
2008). Ja a estimulacdo da SCP ventrolateral promove diminuicdo na pressdo arterial e
frequéncia cardiaca acompanhada de comportamento de imobilidade (Carrive, 1993; Bandler &
Shipley, 1994; Bandler et al., 2000). Em gatos, a estimulacdo tanto das colunas lateral e
ventrolateral produzem hipotenséo e imobilidade (Behbehani, 1995; Subramanian et al., 2008).
No entanto, alguns trabalhos mostram resultados contraditorios, como auséncia de efeitos nas
respostas pressoras nas porc¢des lateral (Subramanian et al., 2008) e ventrolateral (Morgan &
Carrive, 2001; Walker & Carrive, 2003).

A maioria dos neur6nios da SCP responde a baixas pressdes de oxigénio e a hipercapnia
(in vitro) com aumento na frequéncia de disparos dos neurdnios (Kramer et al., 1999).
Utilizando outras abordagens, também ja foi estabelecido que a que SCP participa da
modulacdo de respostas cardiorrespiratorias frente a hipdxia (Ryan & Waldrop, 1995) e
hipercapnia (Zhang, 2004), sendo que tanto a hipdxia (Berquin et al., 2000; Hayward & Von
Reitzenstein, 2002; Voituron et al., 2005;), quanto a hipercapnia (Berquin et al., 2000; Brannan
et al., 2001) promovem aumento na expressao de c-fos na SCP. Além disso, estudos anteriores
demonstraram que a SCP contém muitos neurénios intrinsecamente sensiveis ao O, (Ryan &
Waldrop, 1995; Kramer et al., 1999), sugerindo que esta regido pode contribuir para as
respostas de compensacao para hipoxia sistémica.

Embora existam fortes evidéncias sobre a participacdo da SCP na modulacdo das
respostas cardiorrespiratorias, as respostas eliciadas pela SCP durante a hipercapnia e hipoxia
ainda ndo estdo completamente esclarecidas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
verificar a participacdo dos neurdnios da SCP de ratos (ndo anestesiados) durante a exposi¢do

sistémica a hipercapnia e hipoxia.
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3.4. SCP e Termorregulagao

J& foi mostrado que a area pré-Optica do hipotdlamo (POA), regido importante na
termorregulacdo e tonicamente ativa na termoneutralidade (Boulant, 2006), envia projecoes
para varias regides encefalicas, entre elas a SCP dorsomedial, lateral e ventrolateral (Rizvi et

al., 1992; Zhang et al., 1997; Yoshida et al., 2002).

A estimulagdo quimica dos neurdnios da SCP dorsolateral e lateral causa aumento na
temperatura corporal de ratos ndo anestesiados, e essas mudancas dependem da atividade dos
neurbnios do hipotdlamo dorsomedial (De Menezes et al., 2009). Acredita-se que a SCP
dorsolateral e lateral representa uma fonte de projecBes excitatorios para 0s neurdnios do
hipotalamo dorsomedial que promove aumento na temperatura corporal (DiMicco et al., 2002).
Outros autores também demonstraram que a desinibicdo dos neurdnios do hipotalamo
dorsomedial promove um aumento da temperatura corporal, pelo menos em parte, através da
ativacdo do TAM (Zaretskaia et al., 2002; Cao et al., 2005). Adicionalmente, microinjecao de
aminoacido excitatorio (dcido homocisteico) na SCP ventrolateral e lateral promove aumento
na temperatura do tecido adiposo marrom (TAM) em ratos anestesiados e um pequeno aumento
da temperatura corporal (Chen et al., 2002). Da mesma forma, Yoshida e colaboradores (2002),
mostraram aumento da expressdao de c-fos principalmente na SCP ventrolateral com

aguecimento da POA em ratos.

Embora esteja demonstrada a existéncia da relacdo entre areas hipotaldmicas e SCP,
mais investigacGes sdo necessarias para entendermos melhor a participacdo das diferentes
colunas da SCP na termorregulacéo. Assim, a proposta do presente estudo também foi verificar

o0 papel da SCP na modulag&o de respostas temorreguladoras durante hipercapnia e hipoxia.
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4. OBJETIVOS

Em vista das evidéncias expostas, o presente trabalho teve como objetivos estabelecer a
participacdo da SCP dorsal (SCPd) e da SCP ventral (SCPv) em ratos Wistar nas respostas
cardiorrespiratdrias e termorreguladora a hipercapnia (7% CO,) e a hipdxia (7% O,).

Para isso, foram realizados os seguintes experimentos divididos em duas etapas,

baseados nas seguintes hipoteses:

Etapa 1 — Hipercapnia:

*Hipotese: SCP exerce uma modulagdo excitatdria sobre a ventilacdo, PAM, FC e Tc frente a

hipercapnia.

Experimento 1: Administracdo intra-SCPd de acido iboténico ou veiculo (0,5 pL) em ratos
expostos a hipercapnia.
Experimento 2: Administracdo intra-SCPv de &cido iboténico ou veiculo (0,5 uL) em ratos

expostos a hipercapnia.

Etapa 2 — Hipoxia:

*Hipotese: SCP exerce uma modulagéo excitatoria sobre a ventilacdo, PAM, FC e Tc frente a

hipoxia.
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Experimento 3: Administracdo intra-SCPd de acido iboténico ou veiculo (0,5 pL)
expostos a hipoxia.

Experimento 4: Administracdo intra-SCPv de &cido iboténico ou veiculo (0,5 pL)
expostos a hipdxia.

Experimento 5: Administracdo intra-SCPd de acido iboténico ou veiculo (1 pL)

expostos a hipoxia.

Experimento 6: Administracdo intra-SCPv de acido iboténico ou veiculo (1 pL)

expostos a hipoxia.

em ratos

em ratos

em ratos

em ratos
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais

Os experimentos foram realizados com ratos Wistar adultos pesando de 250 a 300g. Os
animais foram acondicionados a temperatura controlada de 24 + 1°C (ALE 9902001; Alesco
Ltda, Monte Mor, SP, Brasil) e submetidos a um ciclo claro/escuro de 12/12h (luzes acesas as
7:00h). Os animais tiveram livre acesso a agua e racdo e o0s experimentos foram realizados
entre as 8:00h e 17:00h. Os protocolos experimentais estdo de acordo com os Principios Eticos
de Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da

FCA-UNESP em oito de Outubro de 2009 (Protocolo 020859/09).

5.2. Acido Iboténico e misturas gasosas utilizadas

O écido iboténico foi adquirido da Sigma Chemical CO. (St. Luis, MO, EUA). As

misturas gasosas de 7% CO; - 21% O, em N, e 7% O, - em N, balanco, foram adquiridas da

White Martins (Sertdozinho, SP).

5.3. Cirurgias

5.3.1. Estereotaxia
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Os animais foram anestesiados com uma injecdo intraperitoneal de 100 mg/kg de
ketamina + 10 mg/kg de xilasina e fixados em um estereotaxico (David Kopf, modelo 900,
Tujunga, CA, EUA). A cabeca foi tricotomizada e esterilizada com solugdo de alcool iodado.
Posteriormente foram realizadas as les6es quimicas na SCP. A microinjecédo do acido iboténico
(Sigma Chemical CO., St. Luis, MO, EUA) foi realizada com a utilizacdo de uma microseringa
Hamilton de 5 uL em cuja ponta foi ligado um tubo PE-10 que se conectava a uma agulha
dental (Mizzy, 200 um OD) que foi introduzida pelo procedimento estereotaxico na SCPd :
angulagéo da torre: 22°, AP: 0; ML: +/-1,9 mm; DV: -5,2 mm em relagdo ao lambda) ou na
SCPv: angulacdo da torre: 18° AP: 0; ML: +/-2.6; DV: -5.1 em relacdo ao lambda, de acordo
com as coordenadas de Paxinos & Watson (1997). A partir dai, 0 conjunto microinjetor
(microseringa-microagulha) foi posicionado no suporte para microseringas na torre do aparelho
estereotdxico, e a microseringa foi preenchida com a solugdo. Foi entdo microinjetado o veiculo
(PBS: animal controle — 0,5 puL e 1 pL) ou acido iboténico (animal lesado — 0,5ug/ 0,5 uL e 1
ML). A microinjecdo foi feita utilizando-se uma bomba de microinjecdo (modelo 310, Stoelting
Co., Il, EUA) ao longo de 5 minutos e a agulha permaneceu na mesma posi¢cdo por mais 5
minutos para minimizar a difuséo da droga. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo
de polietileno antes, durante e depois da injecdo confirmou o fluxo da solucdo. Ao final das
intervencdes cirdrgicas os animais foram tratados com agentes analgésico e antibidtico.

A escolha do &cido iboténico é interessante, pois promove lesdes quimicas especificas,
ou seja, as fibras de passagem assim como circuitos mesencefalicos adjacentes permanecem

intactos (Gargaglioni et al., 2002).

5.3.2. Canulagéo da artéria femoral
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Para evitar infec¢des, a canulacdo dos animais para registro da frequéncia cardiaca (FC) e
pressdo arterial média (PAM) foi realizada no sexto dia ap0s a estereotaxia, e 0 experimento foi
realizado no dia seguinte. Os animais foram anestesiados com Tribromoethanol (1 ml/Kg) e os
pelos foram raspados na regido inguinal direita. A area foi esterilizada com solucéo de alcool
iodado e uma incisdo de 1 cm foi feita. Com a artéria femoral direita exposta, foi introduzido
um catéter de polietileno (Clay Adams, Parsippany, NJ) em seu interior até a aorta abdominal.
Esse catéter PE-10 de 3,5 cm de comprimento foi ligado a um segundo catéter PE-50 de 15 cm.
A extremidade livre do catéter foi acomodada subcutaneamente e exteriorizada atrds do
pescoco do animal.  No dia do experimento esse catéter foi acoplado a um transdutor de
pressdo com o animal acordado movendo-se livremente. A Pressdo Arterial Pulsatil (PAP) foi
medida pelo transdutor de pressdo (TSD 104A, Biopac Systems) conectado a um amplificador
(DA 100C, Biopac Systems). A FC e PAM foram quantificadas pelas medidas da PAP

utilizando o mesmo sistema (MP 100 ACE, Biopac Systems.)

5.3.3. Medidas da temperatura corporal

Apbs a canulacgdo arterial, os pelos do animal foram raspados na regido abdominal, a area
foi esterilizada com solucdo de alcool iodado e uma pequena incisdo foi feita. Um sensor e
registrador de temperatura integrado (“data loggers”) (SubCue, Calgary, AT, CA) foi
implantado na cavidade abdominal dos ratos. Previamente, os “data loggers” foram conectados
a um computador, via conexdo Optica e programados para a coleta de dados ao longo do
experimento com leituras de temperatura a cada 5 minutos utilizando-se o programa “SubCue

temperature data logger software”.
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5.4. Determinacéao dos gases sanguineos e pH

Amostras de sangue arterial foram obtidas dos animais durante normocapnia,
hipercapnia e hipdxia nos grupos de animais lesados e controle.

Assim, algumas gotas de sangue foram colhidos por um cartucho (EG7+) para anélise
imediata do pH arterial (pHa), pressédo parcial arterial de dioxido de carbono (PaCOy), pressao
parcial arterial de oxigénio arterial (PaO,) e bicarbonato do plasma através do analisador

portatil de gases sanguineos i-STAT (i-STAT Analyzer, Abbott Laboratories, EUA, NY).

5.5. Determinacdo da ventilacao

A ventilacao foi medida por pletismografia de corpo inteiro em sistema aberto (Mortola
& Frapell, 1998). Foi utilizado um fluxémetro (Modelo 822-13-OV1-PV2-V4, sierra
Instruments, Monterey, CA) para medir a taxa de influxo dos gases no interior de uma camara
de 5 litros. A temperatura no interior da camera foi de 25.6° £ 0.2°C (mean + EPM), e na sala
de experimento foi mantida entre 24.7 + 0.2°C (mean = EPM). A camera foi ventilada com ar
ambiente e posteriormente com a mistura gasosa de 7% de CO,, 21% O; e equilibrada com N,
ou 7% de O,, 21% O, e equilibrada com N, (White Martins, Sertdozinho, Brasil). Durante as
medidas da ventilagéo, o fluxo foi interrompido e a cdmara permaneceu totalmente vedada por
curto periodo de tempo (cerca de 1 minuto). As oscilagdes vindas da respiracdo foram
monitoradas por um transdutor de pressdo (TSD 160A, Biopac Systems, Santa Barbara, CA)
conectado a camara do animal e a uma camara de referéncia. Os sinais foram coletados por um

pré-amplificador, passando através de um conversor analdgico-digital, digitalizados num
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computador equipado com um programa para aquisicdo e analise de dados (AcqKnowledge
MP100A-CE, Biopac Systems).

A calibracdo do volume foi obtida durante cada experimento, injetando um volume
conhecido de ar dentro da camara do animal (1 mL) com o uso de uma seringa graduada. Duas
variaveis respiratorias foram medidas: a frequéncia respiratéria (fR) e o volume corrente (V1),

o0 Ultimo calculado através da formula:

V1 =PT/PKx VK x TC (PB - PA) / TC (PB-PA) - TA (PB - PC)

V1: Volume de ar corrente.

PT: Deflexdo de pressdo associada com cada volume de ar corrente.
PK: Deflexdo de pressdo associada ao volume injetado para calibracéo.
VK: Volume de ar injetado na camara do animal para calibracéo.

TC: Temperatura corporal (em Kelvin).

PB: Pressdo barométrica.

PA: Pressdo do vapor d’ agua dentro da camara do animal.

TA: Temperatura do ar dentro da camara do animal.

PC: Pressdo do vapor d” 4gua da temperatura corporal.

A ventilacdo foi medida pelo produto de fR por Vt. A ventilagdo e o V1 foram
apresentados nas condicGes de pressdo barometrica ambiente a Tc e saturados com vapor

d’agua (BTPS).

5.6. Delineamento experimental
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Foram realizados seis experimentos divididos em duas etapas, todos descritos abaixo.

5.6.1. Etapa 1 - Hipercapnia

Experimento 1: Efeito da leséo neuroquimica (acido iboténico — 0,5 puL) da SCP dorsal
de ratos sobre a ventilacdo, temperatura corporal, pressdo arterial e frequéncia cardiaca

durante normocapnia e hipercapnia.

Sete dias ap0s a estereotaxia, 0s animais (sham ou lesado) foram previamente colocados
em uma camara pletismografica. A cadmara foi inicialmente ventilada com ar atmosférico (21%
O,) por um periodo de aclimatacdo de no minimo 30 min. Foram entdo realizadas duas medidas
controle de ventilacdo, uma medida de PAM e FC e a temperatura corporal foi medida
continuamente. Em seguida, o animal foi submetido a hipercapnia por 30 minutos, onde a
camara foi ventilada por uma mistura gasosa contendo 7% de CO,, 21% O, e equilibrada com
N, (White Martins) e medidas respiratorias de PAM e FC foram realizadas 5, 15 e 30 minutos

apos a exposicao a hipercapnia.

Experimento 2: Efeito da leséo neuroquimica (acido iboténico — 0,5 pL) da SCP ventral
de ratos sobre a ventilacdo, temperatura corporal, pressdo arterial e frequéncia cardiaca

durante normocapnia e hipercapnia.

Os mesmos procedimentos do experimento 1 foram utilizados neste protocolo, contudo

nestes experimentos foi lesada a SCP ventral.
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5.6.2. Etapa 2 — HipoOxia

Experimento 3: Efeito da lesédo neuroquimica (acido iboténico — 0,5 pL) da SCP dorsal
de ratos sobre a ventilacdo, temperatura corporal, pressdo arterial e frequéncia cardiaca

durante normocapnia e hipoxia.

Os mesmos procedimentos do experimento 1 foram utilizados neste protocolo, contudo

neste experimento os animais foram expostos a hipoxia (7% O, e N, balanco).

Experimento 4: Efeito da leséo neuroquimica (acido iboténico — 0,5 pL) da SCP ventral
de ratos sobre a ventilacdo, temperatura corporal, pressdo arterial e frequéncia cardiaca

durante normocapnia e hipoxia.

Os mesmos procedimentos do experimento 2 foram utilizados neste protocolo, contudo

neste experimento os animais foram expostos a hipoxia (7% O, e N, balanco).

Experimento 5: Efeito da lesdo neuroquimica (acido iboténico — 1 pL) da SCP dorsal

de ratos sobre a ventilacdo, temperatura corporal, pressdo arterial e frequéncia cardiaca

durante normocapnia e hipoxia.

Os mesmos procedimentos do experimento 3 foram utilizados neste protocolo, contudo

neste experimento os animais receberam injecdes de acido iboténico com volume de 1 pL.
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Experimento 6: Efeito da lesdo neuroquimica (acido iboténico — 1 pL) da SCP ventral
de ratos sobre a ventilacdo, temperatura corporal, pressdo arterial e frequéncia cardiaca

durante normocapnia e hipoxia.

Os mesmos procedimentos do experimento 5 foram utilizados neste protocolo, contudo

neste experimento foi lesada a SCP ventral.

5.7. Histologia

Ao final dos experimentos os animais foram profundamente anestesiados com uma
overdose de ketamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e perfundidos através do ventriculo
esquerdo do coracdo com 60mL de salina estéril seguida de 60 mL de uma solucéo de formol a
10%. Em seguida os animais foram decaptados, o encéfalo foi entdo retirado e imerso em
solucéo de formol a 10%. Apds fixacdo, foram feitos cortes de 30 um em um criostato em toda
a extensdo da SCP. Os cortes obtidos foram corados pelo método de Nissl e
Hematoxilina/Eosina. Para avaliar as caracteristicas da lesdo, alguns cortes foram corados com
0 método de Kllver-Barrera (Gargaglioni et al., 2002). A analise microscopica da localizagdo
e extensdo da lesdo foi feita em microscopio éptico. Para determinar o tamanho da area de
lesdo, a imagem com melhor sitio de lesdo foi quantificada com auxilio do software “Image J”
(U.S. National Institute of Health System, Image J, disponivel em:
http://www.rsb.info.nih.gov/nih-image/). Posteriormente, calculamos o tamanho total da coluna

da SCP em questdo e fizemos calculo percentual da area lesada (Tabelas 1 e 4).

5.8. Analise dos Dados
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Os valores obtidos foram expressos como média + EPM. Foi realizada analise de
variancia de duas vias (ANOVA) seguida por teste de Tuckey para determinar a significancia e
diferenca entre os grupos. Para analisar 0s gases sanguineos, foi realizado Teste T de Student
pareado e ndo pareado. Foram considerados significativos valores de P < 0,05. A estatistica foi
realizada utilizando-se o software SigmaStat (v 3.5 Systat Software Inc, San Jose, CA). Nos
graficos s estdo representados com simbolos as diferencas entre os grupos. O efeito dos

tratamentos (hipoxia e hipercapnia) esta descrito nos resultados.
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6. RESULTADOS

Foram utilizados 103 animais neste estudo. Destes, 42 foram usados na “Etapa 17 (21
para o protocolo envolvendo a SCPd/0,5 uL e 21 para SCPv/0,5 pL). O restante, 61 animais,
foram usados na “Etapa 2” (19 para o protocolo da SCPd /0,5 uL; 15 para SCPv/0,5 uL; 14

para SCPd/1,0 pL; 13 para SCPv/1,0 pL).

6.1. Histologia

A Figura 2 mostra uma representacdo esquematica de sec¢des transversais da SCP
mostrando &reas de lesdo com &cido iboténico com o volume de 0,5 pL na SCPd e SCPv. As
lesGes foram observadas entre um intervalo aproximado de 1080 um ao longo do eixo rostro-
caudal da SCP. A extensdo das lesbes foi de aproximadamente 400 pum nos animais que
receberam injecdo de 0,5 L de acido iboténico e de aproximadamente 900 um nos animais que
receberam injecdo de 1 pL. O tamanho das areas lesadas também foi calculado e estdo
indicadas nas Tabelas 1 e 4.

Para confirmar as caracteristicas da lesdo, alguns encéfalos passaram pelo processo de
coloracdo de Kluver-Barrera. Assim, foi possivel identificarmos rarefagdo do corpo neuronal,

edema, gliose e a preservacao das fibras de passagem (Figura 3).
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Figura 2: Representacdo esquematica dos sitios de microinjec6es de acido iboténico na SCPd (circulos preenchidos) e
SCPv (circulos brancos), baseados no atlas de Paxinos and Watson, 1997. O nimero de circulos é inferior ao nimero total
de animais devido a sobreposigdo. Os ndmeros na imagem indicam as distancias em relagdo ao bregma.



Figura 3: Secgdo transversal do mesencéfalo, mostrando sitio de microinjecdo na SCPd (Lopes
et al., 2012). Na figura A, a seta branca mostra lesdo na SCP dorso-medial. Na figura B temos a
mesma lesdo em maior aumento e as cabecas de seta mostram a preservacdo das fibras de
passagem. A figura C mostra sitio de microinjecdo peri-SCPd, na comissura intercolicular (seta
branca). Na figura D temos a mesma lesdo em maior aumento. Entretanto a toxina alcancou
alguns neurdnios da SCP destruindo apenas 0s corpos neuronais e causando edema (asteriscos).
E importante notar a clara rarefagdo dos neurdnios no interior e ao redor do sitio de lesdo, gliose
(setas brancas) e novamente a preservacdo das fibras de passagem (cabecas de seta). Coloracéo
Kliver-Barrera. Aq aqueduto, dmPAG: SCP dorsomedial, IC: comissura intercolicular.
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6.2. Experimentos “Etapa 1 — Hipercapnia”:

A Tabela 1 mostra o tamanho percentual aproximado das areas lesadas nos animais que
receberam microinjecdes de 0,5 uL na SCP. Em relacdo a SCPd, o tamanho da area lesada foi
de 4,3% e da SCPv foi de 2,5%. E importante destacar que nds ndo mensuramos a quantidade
total de neurdnios lesados ao longo do eixo rostro-caudal. Essas medidas refletem o tamanho

aproximado da area lesada.

Tabela 1: Medidas da leséo (0,5 uL) da SCPd e SCPv dos animais submetidos a hipercapnia.

Tipo de Porcéo da % da
Estimulo SCP Leséo
Hipercapnia Dorsal (n=10) 4,3%
Ventral (n=10) 2,5%

6.2.1. Experimento 1: Efeito da lesdo neuroquimica da SCP dorsal com &cido iboténico (0,5

uL) na Vg, PAM, FC, Tc, gases sanguineos, pH e HCO3em ratos expostos a hipercapnia.

A Figura 4 mostra os efeitos da lesdo com &cido iboténico na SCPd na ventilacéo.
Durante a normocapnia ndo houve diferenca entre os grupos. A hipercapnia aumentou a
ventilacdo pulmonar em todos os grupos (P < 0,001; ANOVA), resultado do aumento na fR e
V.

A resposta ventilatoria a hipercapnia diminuiu de forma significativa, cerca de 31%, no
grupo lesado (IBO) quando comparado ao Sham (P < 0,001; ANOVA). (Figura 4). Essa

diferenca foi devido a diminuicdo do V-t do grupo lesado (P < 0,05; ANOVA).
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A hipercapnia ndo afetou a PAM e a FC dos grupos em relacdo aos valores basais e
nenhuma diferenca foi observada entre os grupos (Figura 5A). As lesbes ndo promoveram
efeitos significativos na Tc dos animais lesados comparados ao Sham (Figura 5B).

A Tabela 2 mostra os valores de pH, gases sanguineos e HCO3™ nos animais do grupo
Sham e do grupos lesado na SCPd submetidos a hipercapnia. A PaO, e PaCO, aumentaram (P
< 0,05), e o pH arterial diminuiu (P <0,05) durante a hipercapnia em todos os grupos. No
entanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Nenhuma condicdo experimental

influenciou nos valores do HCO3™ plasmatico.
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Figura 4: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (0,5 pL) ou PBS (0,5 pL) na SCP dorsal sobre ventilagao
(VE), o volume corrente (V1) e frequéncia respiratoria (fR) de ratos durante normocapnia e hipercapnia. O inicio e
a duracdo da hipercapnia estdo sinalizados no grafico. Os valores sdo expressos como média £ E.P.M. * Indica
diferenca significativa entre as médias dos grupos lesado (IBO) e Sham (PBS).
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Figura 5: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (0,5 pL) ou PBS (0,5 pL) na SCP dorsal sobre a pressdo
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) (A) e temperatura corporal (Tc) (B) de ratos durante a
normocapnia e hipercapnia. O inicio e a duragdo da hipercapnia estdo sinalizados no grafico. Os valores sdo
expressos como média £ E.P.M.
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Tabela 2: Valores do pH arterial (pHa), pressdo parcial de oxigénio arterial (PaO,), pressdo parcial de dioxido de
carbono arterial (PaCO,) e bicarbonato plasmatico (HCOj3) nos animais lesados (0,5 pL) na SCP dorsal e Sham

expostos a hipercapnia (7% CO,).

Sham IBO
(n=3) (n=3)
0% CO, 7% CO, 0% CO, 7% CO,
pHa 7,48 £ 0,01 7,34 +0,01* 7,47 £ 0,003 7,32 £0,02*
PaCO, 3553+1,4 49,77+ 4,3 30,40+2,9 47,37+ 2,08
(mmHg)
PaO, 7967+1,4 106,0 + 0,5* 75,67+ 4.4 105,67 + 3,1*
(mmHg)
HCOs5 26,67 £ 1,6 26,73+ 1,8 22,60+2,0 2473+1,7

Os valores sdo expressos como média = E.P.M. *Indica diferenca significativa entre a normocapnia e hipercapnia.

6.2.2. Experimento 2: Efeito da lesdo neuroquimica da SCP ventral com acido iboténico (0,5

uL) na Vg, PAM, FC, Tc, gases sanguineos, pH e HCO3z'em ratos expostos a hipercapnia.

As lesdes quimicas com o acido iboténcio na SCPv ndo promoveram efeitos na
ventilacdo durante a normocapnia (Figura 6). A hipercapnia causou aumento na Ve em todos
0s grupos comparados aos valores basais (P < 0,001; ANOVA), devido ao aumento na fR e V.
A resposta ventilatéria a hipercapnia diminuiu significantemente no grupo lesado quando
comparado ao Sham (P < 0,05; ANOVA). A diferenca entre os grupos foi de 26% e ocorreu
devido a queda na VT dos animais lesados.

Em relacdo aos pardmetros cardiovasculares e térmicos, a hipercapnia ndo promoveu
efeito na PAM, FC e Tc quando comparada a normocapnia. Adicionalmente, também nao

houve diferenca significativa entre os grupos lesado e Sham (Figuras 7A e 7B).
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A Tabela 3 mostra os valores de pH, gases sanguineos e HCO3™ nos animais do grupo
Sham e do grupo lesado na SCPv submetidos a hipercapnia. A hipercapnia promoveu um
aumento na PaO, e na PaCO, (P <0,05) e o pH arterial diminuiu (P <0,05) em todos 0s
grupos. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Nenhuma condicéo

experimental influenciou nos valores do HCO3™ plasmatico.
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Figura 6: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (0,5 pL) ou PBS (0,5 pL) na SCP ventral sobre ventilagdo
(VE), o volume corrente (V+) e frequéncia respiratoria (fR) de ratos durante normocapnia e hipercapnia. O inicio e
a duracdo da hipercapnia estéo sinalizados no grafico. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. * Indica
diferenca significativa entre as médias dos grupos lesado (IBO) e Sham (PBS).
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Figura 7: Efeito da microinje¢do de &cido iboténico (0,5 puL) ou PBS (0,5 pL) na SCP ventral sobre a pressao
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) (A) e temperatura corporal (Tc) (B) de ratos durante a
normocapnia e hipercapnia. O inicio e a duragdo da hipercapnia estdo sinalizados no grafico. Os valores sdo

expressos como média £ E.P.M.
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Tabela 3: Valores do pH arterial (pHa), pressdo parcial de oxigénio arterial (PaO,), pressdo parcial de dioxido de
carbono arterial (PaCO,) e bicarbonato plasmatico (HCO3") nos animais lesados (0,5 pL) na SCP ventral e Sham
expostos a hipercapnia (7% CO,).

Sham IBO
(n=23) (n=4)
0% CO, 7% CO, 0% CO, 7% CO,
pHa 7,49 + 0,01 7,32 +0,01* 7,48 + 0,001 7,34 +£0,01*
PaCO, (mmHg) 37,13+1,3 48,05 + 2,4* 26,80+ 4.4 46,07 + 3,5*
PaO, 75,75+ 2,1 105,75+ 1,7* 75,67 £ 3,0 102,0 + 3,6*
(mmHg)
HCO; 28,38+ 1,3 25,05+0,8 20,10+ 3,0 2547+25

Os valores sdo expressos como média + E.P.M. *Indica diferenga significativa entre a normocapnia e hipercapnia.

6.3. Experimentos “Etapa 2 — Hipoxia’:

A Tabela 4 mostra o tamanho percentual aproximado das areas lesadas nos animais
que receberam microinje¢des de 0,5 e 1 pL de IBO na SCP do grupo hipdxia.

Em relacdo as lesbGes causadas com injecdes de 0,5 pL, a area lesada da SCPd foi de
3,9% e a da SCPv foi de 2,8% do total da SCP. Ja no grupo dos animais que receberam 1 pL de

IBO, a lesdo da SCPd foi de 9,8% e a da SCPv foi de 6,7% da area total da SCP.
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Tabela 4. Medidas da lesdo (0,5 e 1 pL) da SCPd e SCPv dos animais submetidos a hipoxia.

Tipo de Porcao da % da
Estimulo SCP Lesdo
Dorsal (n=9) 3,9%

Hipoxia
0,5 pL Ventral (n=7) 2,8%
Dorsal (n=7) 9,8%

Hipoxia
1puL Ventral (n=7) 6,7%

6.3.1. Experimento 3: Efeito da lesdo neuroquimica da SCP dorsal com &cido iboténico (0,5

uL) na Vg, PAM, FC, Tc, gases sanguineos, pH e HCO3 em ratos expostos a hipoxia.

A Figura 8 mostra os efeitos da lesdo com &cido iboténico na SCPd sobre 0s pardmetros
ventilatorios. Durante a normoxia, ndo houve diferencas significativas na Ve. A hipdxia causou
aumento na ventilacdo pulmonar em ambos os grupos (P < 0,05, ANOVA), que resultou do
aumento do V. A lesdo ndo promoveu alteracdo significativa na Vg, Ve fR.

Em relacdo a PAM e FC, ndo houve diferenca significativa entre os grupos durante
normoxia e hipoxia (Figura 9A).

A hipdxia causou uma diminuicdo na Tc de ambos os grupos, mas a lesdo nao
promoveu diferenga significativa entre eles (Figura 9B).

A Tabela 5 mostra os valores de pH, gases sanguineos e HCO3™ nos animais do grupo
Sham e do grupo lesado na SCPd (0,5 pL) submetidos a hipoxia.

Em relacdo ao grupo Sham, a hipdxia provocou queda na PaCO, (P <0,05), PaO,
HCOj3 plasmatico (P <0,05), e aumento no pH arterial comparado a normoxia.
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Em relacdo ao grupo IBO, a hipdxia promoveu queda na PaCO,, PaO,, HCOj3
plasmatico e aumento no pH arterial comparado a normdxia.
Houve queda significativa na PaCO, (P <0,05), PaO, (P <0,05) do grupo IBO em

relacdo ao grupo Sham.
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Figura 8: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (0,5 pL) ou PBS (0,5 pL) na SCP dorsal sobre ventilagao
(VE), o volume corrente (VT) e frequéncia respiratdria (fR) de ratos durante normocapnia e hipéxia. O inicio e a
duracdo da hipdxia estdo sinalizados no gréfico. Os valores sdo expressos como média + E.P.M.
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Figura 9: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (0,5 uL) ou PBS (0,5 uL) na SCP dorsal sobre a pressao
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) (A) e temperatura corporal (Tc) (B) de ratos durante a
normocapnia e hipdxia. O inicio e a duracdo da hipoxia estdo sinalizados no gréafico. Os valores sdo expressos
como média £ E.P.M.
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Tabela 5: Valores do pH arterial (pHa), pressao parcial de oxigénio arterial (PaO,), pressao parcial de dioxido de
carbono arterial (PaCO,) e bicarbonato plasmatico (HCO3") nos animais lesados (0,5 pL) na SCP dorsal e Sham

expostos & hipoxia (7% O).

Sham IBO
(n=23) (n=2)
21% O, 7% O, 21% O, 7% O,
pHa 7,47 £ 0,00 7,58 + 0,05 7,49 + 0,00 7,67 +0,03
PaCO, 35,53 +1,47 18,0 £ 2,23* 29,25 + 0,45# 13,75+ 2,25
(mmHg)
PaO, 79,66 + 1,45 45,66 + 23,67 73,0 £1,0# 23,50 £ 0,50
(mmHg)
HCO; 26,67 £ 1,60 14,17 + 2,05* 22,55 +0,35 15,90 + 1,40

Os valores sdo expressos como média £ E.P.M. *Indica diferenca significativa entre a normdxia e hipoxia. #Indica
diferenca significativa entre Sham e 1BO.

6.3.2. Experimento 4: Efeito da lesdo neuroquimica da SCP ventral com acido iboténico (0,5

uL) na Vg, PAM, FC, Tc, gases sanguineos, pH e HCOz’em ratos expostos a hipdxia.

A hipdxia aumentou a ventilacdo em ambos 0s grupos mas ndo houve diferenca
significativa entre eles (Figura 10). Também ndo houve diferenca significativa entre os grupos
em relacdo aos parametros cardiovasculares e termicos (Figuras 11A e 11B).

A Tabela 6 mostra os valores de pH, gases sanguineos e HCO3™ nos animais do grupo
Sham e do grupo lesado na SCPv (0,5 pL) submetidos a hipdxia. Nos grupos IBO e Sham, a
hipoxia provocou queda na PaCO, (P <0,05 apenas grupo Sham), PaO, (P <0,05), HCO3
plasmético (P < 0,05 apenas grupo Sham), e aumento no pH arterial comparado a normoxia (P
< 0,05 apenas grupo IBO). Houve diferenca significativa do HCO3™ plasmético (P <0,05) entre

0s grupos Sham e IBO durante normoxia.
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Figura 10: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (0,5 puL) ou PBS (0,5 pL) na SCP ventral sobre ventilagao
(VE), o volume corrente (VT) e frequéncia respiratdria (fR) de ratos durante normocapnia e hipoxia. O inicio e a
duracdo da hipdxia estdo sinalizados no gréfico. Os valores sdo expressos como média + E.P.M.
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Figura 11: Efeito da microinjecdo de &cido iboténico (0,5 puL) ou PBS (0,5 uL) na SCP ventral sobre a pressdo
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) (A) e temperatura corporal (Tc) (B) de ratos durante a
normocapnia e hipdxia. O inicio e a duracdo da hipdxia estdo sinalizados no grafico. Os valores sdo expressos
como média + E.P.M.
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Tabela 6: Valores do pH arterial (pHa), pressao parcial de oxigénio arterial (PaO,), pressao parcial de didxido de
carbono arterial (PaCO,) e bicarbonato plasméatico (HCO3;—) nos animais lesados (0,5 pL) na SCP ventral e Sham
expostos a hipoxia (7% O,).

Sham IBO
(n=3) (n=3)
21% O, 7% O, 21% O, 7% O,
pHa 7,49 + 2,49 7,51+ 0,05 7,48 + 0,00 7,68 +0,01*
PaCO, (mmHg) 38,03+1,31 14,67 + 1,35* 26,80 + 4,45 13,07+ 1,22
PaO, 75,67 + 2,96 23,33+ 1,76* 78,0 + 3,00 23,0+ 1,00*
(mmHg)
HCO; 29,50+ 1,05 11,33+ 1,61* 20,10 + 3,05# 15,57 +£ 1,05

Os valores sdo expressos como média + E.P.M. *Indica diferenca significativa entre a norméxia e hipoxia. #Indica
diferenca significativa entre Sham e 1BO.

6.3.3. Experimento 5: Efeito da lesdo neuroquimica da SCP dorsal com &cido iboténico (1 pL)

na Vg, PAM, FC, Tc, gases sanguineos, pH e HCO3'em ratos expostos a hipoxia.

A hipoxia causou aumento da Ve em todos os grupos devido ao aumento do V1. A
resposta ventilatéria a hipoxia foi 67% maior no grupo lesado em comparacdo com 0 grupo
Sham (Figura 12, P < 0,05; ANOVA). Esta diferenca foi causada por diminui¢do no Vt dos
animais (P < 0,05, ANOVA). A hipoxia ndo promoveu diferencas significativas nas respostas
cardiovasculares entre os grupos (Figura 13A). Apesar de o estimulo hipdxico promover
diminuicdo da Tc em ambos os grupos, ndo houve diferenca entre eles (Figura 13B).

A Tabela 7 mostra os valores de pH, gases sanguineos e HCO3™ nos animais do grupo

Sham e do grupo lesado na SCPd (1 pL) submetidos a hipoxia. A hipdxia provocou queda na
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PaCO, (P <0,05), PaO, (P <0,05), HCO3 plasmatico (P <0,05), e aumento no pH arterial
comparado a normoxia nos dois grupos experimentais. A PaCO, do grupo IBO foi menor

comparada ao grupo Sham (P <0,05) durante hipoxia.
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Figura 12: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (1 pL) ou PBS (1 pL) na SCP dorsal sobre ventilagdo (VE),
o volume corrente (VT) e frequéncia respiratoria (fR) de ratos durante normocapnia e hipoxia. O inicio e a duragdo
da hipdxia estdo sinalizados no gréfico. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. *Indica diferenca
significativa entre as médias dos grupos lesado (IBO) e Sham (PBS).
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Figura 13: Efeito da microinjecdo de &cido iboténico (1 uL) ou PBS (1 pL) na SCP dorsal sobre a presséo arterial
média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) (A) e temperatura corporal (Tc) (B) de ratos durante a hormocapnia e
hip6xia. O inicio e a duragdo da hipdxia estdo sinalizados no gréfico. Os valores sdo expressos como média +

E.P.M.
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Tabela 7: Valores do pH arterial (pHa), presséo parcial de oxigénio arterial (PaO,), pressdo parcial de didxido de
carbono arterial (PaCO,) e bicarbonato plasmatico (HCOs—) nos animais lesados (1,0 pL) na SCP dorsal ¢ Sham
expostos a hipoxia (7% O,).

Sham IBO

(n=6) (n=5)

21% O, 7% O, 21% O, 7% O,
pHa 7,44 +0,01 7,49 + 0,06 7,46 +£ 0,01 7,50+ 0,03

PaCO, (mmHg) 30,02 +1,10 15,35+ 0,98* 27,0+ 2,95 11,82 + 0,86*#
PaO, 78,50 £ 2,99 27,50 £ 1,58* 76,60 £ 2,33 25,40 + 0,60*
(mmHg)
HCO; 20,58 +£ 0,86 11,63 + 1,54* 19,86 + 2,40 8,98 +0,61*

Os valores sdo expressos como média + E.P.M. *Indica diferenca significativa entre a normoxia e hipdxia. #Indica
diferenca significativa entre Sham e 1BO.

6.3.4. Experimento 6: Efeito da leséo neuroquimica da SCP ventral com acido iboténico (1 L)

na Vg, PAM, FC, Tc, gases sanguineos, pH e HCO3'em ratos expostos a hipoxia.

A hip6xia aumentou a ventilagdo pulmonar em ambos 0s grupos, mas nao houve
diferengas significativas entre os animais (Figura 14).

A exposigdo a 7% O, nédo exerceu efeito significativo na PAM e FC (Figura 15A). Foi
observada a diminuicdo na Tc durante a hipéxia em ambos 0s grupos, porém a lesdo ndo
promoveu diferenca significativa entre eles (Figura 15B).

A Tabela 8 mostra os valores de pH, gases sanguineos e HCO3™ nos animais do grupo
Sham e do grupo lesado na SCPv (1 uL) submetidos a hipdxia. A hipoxia provocou queda na
PaCO, (P <0,05), PaO, (P <0,05), HCO3 plasmatico (P <0,05), e aumento no pH arterial
comparado a normoxia nos dois grupos experimentais. Houve queda significativa pH arterial
(P <0,05) e HCO3 plasmatico (P <0,05) e aumento significativo na PaO, (P <0,05) do grupo

IBO comparado ao grupo Sham.
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Figura 14: Efeito da microinjec¢do de acido iboténico (1 puL) ou PBS (1 pL) na SCP ventral sobre ventilacao (VE),
o volume corrente (VT) e frequéncia respiratoria (fR) de ratos durante normocapnia e hipéxia. O inicio e a duracdo

da hip6xia estdo sinalizados no grafico. Os valores sdo expressos como média + E.P.M.
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Figura 15: Efeito da microinjecdo de acido iboténico (1 puL) ou PBS (1 pL) na SCP ventral sobre a pressdo
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) (A) e temperatura corporal (Tc) (B) de ratos durante a
normocapnia e hipdxia. O inicio e a duracdo da hipoxia estdo sinalizados no grafico. Os valores sdo expressos

como média + E.P.M.
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Tabela 8: Valores do pH arterial (pHa), pressdo parcial de oxigénio arterial (PaO,), pressdo parcial de didxido de
carbono arterial (PaCO,) e bicarbonato plasmatico (HCO3") nos animais lesados (1,0 pL) na SCP ventral e Sham

expostos & hipoxia (7% O,).

Sham IBO
(n=4) (n=4)
21% O, 7% O, 21% O, 7% O,
pHa 7,45+ 0,01 7,54+ 0,02 7,45+ 0,02 7,34 +0,03#
PaCO, (mmHg) 33,53+0,71 16,30 + 1,94* 29,88 + 2,40 13,25+ 1,17*
PaO, 80,0 + 2,67 25,75+ 0,75* 79,25 + 2,28 29,25 + 1,10#*
(mmHg)
HCO; 2410+ 1,13 14,15 + 1,74* 21,58 £2,90 7,53 +1,25#*

Os valores sdo expressos como média + E.P.M. *Indica diferenga significativa entre a norméxia e hipédxia. #Indica

diferenca significativa entre Sham e 1BO.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo investigou a participacdo da SCP no controle cardiorrespiratério e
térmico de ratos expostos a hipercapnia e hipoxia. Os dados do presente trabalho demonstram
que a SCPd e SCPv exercem uma influéncia excitatoria na resposta ventilatoria a hipercapnia,
mas ndo participam do controle cardiovascular e térmico em condic¢fes basais e hipercapnicas.
Adicionalmente, nossos dados mostram que a lesdo da SCPd utilizando um volume maior de
acido iboténcio causou uma maior resposta respiratéria a hipdxia, contudo a lesdo da SCPv ndo

alterou a resposta ventilatéria a 7% O,.

7.1. SCP e Hipercapnia

Técnicas de lesdes tém sido extensivamente utilizadas para avaliar a funcdo de areas
especificas do sistema nervoso central. O acido iboténico que foi utilizado no presente trabalho,
produziu lesdes mais seletivas e limitadas e preservou as fibras de passagem, como
demonstradas pela coloracdo de Kluver-Barrera (Figura 3). As lesdes restritas a SCPd e SCPv
ndo alteraram a Vg, Vt, fR (Figuras 4 e 6), gases sanguineos ou pH (Tabelas 2 e 3) durante a
normocapnia. Isso sugere que esta area mesencefalica provavelmente ndo possui um papel
tébnico no controle respiratorio, mas pode ser ativada em situacBes especificas. Entretanto,
durante a hipercapnia, as lesdes na SCPd promoveram reducdo na resposta ventilatoria ao CO,
de 31% devido diminuicdo no Vr (Figura 4). Esses dados indicam que a SCPd exerce uma
influéncia significativa em resposta ao CO, e possui possivel efeito excitatorio nessa

modulacéo.
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As lesbes na SCPv causaram reducdo na ventilacdo em 26% durante a hipercapnia, 0
que demonstra que esta regido também contribui a resposta ventilatoria ao CO, exibindo
provavelmente efeito excitatdrio nessa modulacao.

Acredita-se que a estimulacdo da SCP afeta vias descendentes que influenciam a
rede neuronal geradora de ritmo respiratério localizada no tronco encefélico. A SCP pode afetar
0 Vr através das projecdes aos nucleos respiratdrios, dentre eles, grupo celular A5 (Coles et al.,
1996), nlcleo parabraquial (Jurgens & Pratt, 1979), nucleo de Kolliker-Fuse (Holstege, 1991;
Cameron et al., 1995), nucleo da rafe (Azmitia & Segal, 1978), nucleo retrofacial (Kobayashi
et al., 1994; Sakamoto et al., 1996), NTS (Bandler & Tork, 1987), RVLM (Bago et al., 2002;
Weston et al., 2004) e ndcleo retroambiguo (Holstege, 1989).

De acordo com Subramanian e colaboradores (2008) a SCP é uma regido importante em
situacOes de risco especifico na qual o animal precisa adequar sua ventilagdo. Apesar do papel
tradicional da SCP na modulacdo comportamental, esta regido tem papel fundamental na
integracdo de diversas respostas desencadeadas por multiplos 6rgdos. Assim, cabe a ela
coordenar algumas respostas fisioldgicas ajustando a resposta respiratoria.

Em relacdo a SCPd, estudos mostram que a estimulacdo das colunas dorsal e lateral em
animais, incluindo humanos, elicia resposta de medo intenso associado as respostas
autondmicas e hiperventilacdo que sdo indicativas de ataque de panico (Nashold et al., 1969;
Subramanian et al., 2008). No rato, a estimulacdo na SCPd gera um comportamento aversivo,
miccdo, defecacdo, e respostas de fuga (Del-Ben & Graeff, 2009). Os comportamentos
descritos acima sdo acompanhados por aumentos no esfor¢co de inspiragdo, bem como
taquipnéia e hiperventilagdo (Huang et al., 2000; Hayward et al., 2004; Zhang et al., 2007;

Subramanian, 2013). De fato, a estimulacdo quimica da SCPd com aminoécido excitatorio
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promove aumento da taxa de disparos dos neurdnios pré-inspiratorios (pre-I) do Pré-Botzinger
(Subramanian & Holstege, 2013).

Ja estd bem estabelecido que respostas alteradas ao CO, podem estar envolvidas no
transtorno do panico, uma vez que a inalacdo do CO, pode desencadear ataques de panico em
pacientes com essa desordem (Gorman et al., 1988; Klein, 1993). Alguns autores tem proposto
que a estimulacdo da SCP dorsal induz respostas comportamentais e autonémicas similares aos
sintomas de ataque de panico, assim, essa area poderia estar envolvida na origem da desordem
do panico (Graeff et al., 1990; Jenck et al., 1995; Lovick et al., 2000; Schenberg et al., 2001;
Graeff, 2002; De Oliveira et al., 2011). Corroborando esses dados, recentemente Schimitel e
colaboradores (2012) sugeriram que a ativacdo do sistema de sufocacdo na SCP precipita o
ataque de péanico e potencializa as respostas comportamentais frente a hipercapnia. N0ssos
resultados fortalecem esta hipotese, ja que a SCPd é importante na resposta ventilatoria a
hipercapnia, uma vez que as lesdes nesta regido reduziram a hiperpnéia induzida por CO,.

Em relacdo a SCPv, a estimulacdo da coluna ventrolateral em humanos, induz
sentimentos de medo e terror (Nashold et al., 1969), e em ratos e gatos ndo anestesiados, a
estimulacdo dessa area induz congelamento e imobilidade (Zhang et al., 1990; Bandler &
Depaulis, 1991; Carrive, 1993; De Luca et al., 2003, 2006). A reacdo de congelamento e
imobilidade impede o predador de detectar a presa, porque a maioria dos animais, incluindo os
predadores, observam os objetos que se deslocam principalmente dentro de seu campo visual.
Quando uma presa para todos 0s movimentos, incluindo a respiragéo, o predador ndo a detecta,
0 que permite sua sobrevivéncia. Neste contexto, Subramanian & Holstege (2013)
demonstraram que a estimulagdo quimica da SCP ventrolateral inibe as células pré-l1 e o

diafragma.
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O fato de ndo observarmos efeito da lesdio na SCPd e SCPv nas respostas
cardiorrespiratdrias e térmicas durante a normocapnia, ndo elimina o fato dessas areas estarem
envolvidas na modulacdo destas respostas. Talvez, leses mais extensas poderiam alterar essas
respostas. Contudo, varios estudos apontam que essas regifes sdo ativadas em situacoes
especificas e ndo tem um papel tdnico no controle das funcdes cardiovasculares, respiratdrias e
térmicas (Subramanian, 2013).

Ao contrario da SCPd, estudos mostraram que a SCP ventrolateral pertence a um
sistema de aversdo associado a desordem de ansiedade generalizada, contribuindo com a
ansiedade cronica em baixos niveis (Cunha et al., 2010). Apesar das diferentes contribuicdes da
SCPd ou SCPv nas desordens de ansiedade, as lesdes em ambas as regides diminuiram o drive
respiratorio ao CO, (Figuras 4 e 6) sugerindo que a SCP tem um papel em resposta ao stress
hipercapnico. Embora esse estudo tenha demonstrado que a lesdo da SCPd e SCPv diminuiu a
resposta ventilatéria a hipercapnia, esta reducdo parece ser insuficiente para afetar os gases
sanguineos e o pH de sangue arterial.

Estimulacgdes elétricas ou quimicas na SCP dorsal e lateral sdo conhecidas por evocar
significantes aumentos na PA e FC (Carrive, 1993; Bandler & Shipley, 1994; Bandler et al.,
2000; Huang et al.,, 2000; Zhang et al., 2005;). Em contraste, a estimulacdo da SCP
ventrolateral induz efeitos depressores como queda na PA e FC acompanhada de imobilidade
(Carrive, 1993; Bandler et al., 2000). No entanto, alguns trabalhos mostram resultados
contraditérios, como auséncia de efeitos nas respostas pressoras nas porces dorsal (De
Menezes et al., 2009), lateral (Subramanian et al., 2008; De Menezes et al., 2009) e
ventrolateral (Morgan & Carrive, 2001; Walker & Carrive, 2003; Da Silva et al., 2006;

Subramanian et al., 2008).
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No nosso estudo, ndo houve diferengas significativas na PAM e FC entre os animais do
grupo lesado (SCPd e SCPv) e Sham (Figuras 5A e 7A). Embora ndo possamos excluir a
possibilidade de que as leses nao tenham sido grandes o suficiente para alterar a PAM e FC,
alguns trabalhos também corroboram nossos resultados. Ledoux e colaboradores (1988)
mostraram que lesdes eletroliticas e quimicas (feitas também com é&cido iboténico) em toda
SCP, ndo alteraram a PA. OQutro trabalho de Leman et al. (2003) mostrou que lesdes
excitotoxicas com NMDA (N-metil D-Aspartato) na SCP dorsal, também néo alterou a PAM.
Outro ponto a se considerar para explicar a auséncia de mudancas na PA e FC no presente
estudo, pode estar relacionado a uma compensacao por outras areas encefalicas, ja que nossos
experimentos acontecem seis dias apds a lesdo. InvestigacGes futuras sdo necessarias para
entendermos melhor essa quest&o.

Oikawa e colaboradores (2005) demonstraram que a hipercapnia aumenta a PAM
devido a simpato-excitacdo mediada pela ativacdo de quimiorreceptores centrais e diminui a FC
devido a parassimpato-excitacao através do efeito reflexo dos barorreceptores, em resposta ao
aumento do PAM. Alguns estudos demonstraram que a hipercapnia causa um aumento na PAM
de cédes (Rothe et al., 1990) e ratos (Greenberg et al., 1999), enquanto outro estudo relatou o
efeito oposto em cdes (Sutarinen, 1966; Koehler et al., 1980), ratos (Wendling et al., 1967) e
mesmo seres humanos (Bristow et al., 1971). Estas diferencas podem ser devido as variacdes
nos procedimentos e/ou nos niveis experimentais do CO,. O fato de ndo observarmos uma
mudanca significativa na PAM ou FC também pode ser atribuida ao fato do nivel de CO, ser
insuficiente para promover simpato-excitacao.

Em relagdo a participacdo da SCP na termorregulacdo, ndo foram encontradas
diferengas entre os animais lesados e Sham, sugerindo que a SCP ndo desempenha um papel na

regulacdo da Tc em condi¢des eutérmicas. No entanto, a SCP pode estar envolvida na
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regulacao da Tc durante tipos especificos de estresse, tais como exposicao ao frio, por exemplo,
(Xin et al., 1997). Ha evidéncias de que as estimulacdes elétrica e quimica na SCP lateral
estimulam a termogénese do TAM em roedores (Chen et al., 2002).

Quanto a hipercapnia, este estimulo ndo diminuiu a Tc (Figuras 4B e 6B), corroborando
os dados publicados pelo nosso grupo anteriormente (Biancardi et al. 2008, Carvalho et al.,
2010). Da mesma forma, Barros e colaboradores (2004), demonstraram que a hipercapnia (3-
5% CO,) também ndo reduziu a Tc em uma espécie de roedores tipicos do cerrado brasileiro.

Em conclusdo, nossos resultados indicam que além de sua participacdo em varios
comportamentos defensivos, os neurénios da SCPd e SCPv participam da resposta ventilatoria
a hipercapnia. Especificamente, em relacdo a SCPd , nossos resultados reforcam o conceito de
gue h& uma ligacdo entre as respostas alteradas ao CO; e transtornos de ansiedade / panico. No
entanto, a SCP ndo parece exercer um papel tdnico na regulacdo cardiovascular ou térmica

durante condi¢6es de normocapnia e hipercapnia.

7.2. SCP e Hipoxia

Na segunda etapa deste estudo, nds parcialmente provamos nossa hipétese de que a SCP
influencia a ventilacdo durante a hipdxia, pois mostramos que lesbes especificas na SCPd
causou aumento significativo na resposta ventilatoria dos animais, mas ndo houve alteragdes
significativas na ventilacdo dos animais lesados na SCPv. Os parametros cardiovasculares e
térmicos ndo foram alterados em nenhum dos grupos estudados.

As lesbes na SCPd/SCPv novamente ndo promoveram alteracfes na Vg, fR, PAM, FC e

Tc (Figuras 8-15), gases sanguiineos ou pH (Tabelas 5, 6, 7 e 8), durante normdxia, sugerindo a
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auséncia de papel ténico no controle respiratorio, sendo portanto a regido ativada apenas em
situacdes especificas.

A hipdxia causou aumento da Ve de ambos 0s grupos comparados aos valores
normdxicos, no entanto ndo houve diferencas significativas entre eles (Figura 8). Esse aumento
na Vg trata-se de um mecanismo conhecido, uma vez que 0 corpo tem Varios meios para
compensar um decréscimo agudo na disponibilidade de oxigénio. Assim, 0s animais que
dependem de ventilagdo pulmonar para seu suprimento de oxigénio aumentam sua ventilacéo
para melhorar a captacdo de oxigénio (Teppema & Dahan, 2010).

Nos animais que receberam microinjecdo de 0,5 pL na SCPd e SCPv ndo houve
diferenca na resposta ventilatoria a 7% O,, sugerindo que essas areas nao participam do
controle respiratério em situac@es hipoxicas. Contudo, quando foi administrado o volume de 1
puL na SCPd, o grupo lesado aumentou a ventilacdo em 67% (P < 0,05; ANOVA) devido
aumento no V1 (P < 0,05; ANOVA), comparado ao grupo Sham (Figura 11). Estes dados
indicam que a SCPd exerce uma influéncia significativa sobre a resposta ventilatoria durante a
hipdxia, e este efeito parece ser dependente do V. Inversamente ao papel da SCP frente a
hipercapnia, durante a hipoxia a SCPd parece exercer efeito inibitorio. Esta resposta se
assemelha ao nucleo da rafe magnus (NRM), que é estimulado por CO; e inibido pela hipoxia
(Gargalioni et al., 2003; Dias et al., 2007). Uma vez que descobrimos que o aumento da
resposta ventilatoria & hipoxia nos animais lesados na SCPd foi causada por uma alteragdo no
V1, € possivel que o NRM também esteja envolvido na modulacéo da V.

Alguns estudos tém mostrado que o hipotalamo caudal modula as respostas respiratorias
durante hipdxia (Ryan & Waldrop, 1995). Esta porcao do hipotdlamo tem projecdes para varios
locais envolvidos no controle cardiorrespiratorio, incluindo a SCP (Beitz, 1982; Beart et al.,

1990; Barman, 1990; Semenenko & Lumb, 1992). Esta seria uma via na qual o potencial de
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excitacdo de neurdnios do hipotalamo caudal promovido pela hipoxia poderia afetar a atividade
respiratoria da SCP. Corroborando nossa hipotese, um estudo in vitro realizado por Kramer e
colaboradores (1999), no qual investigaram se 0s neurénios da SCP eram excitados por hipoxia
(10% 0O,) e estes resultados indicaram que a maioria dos neurdnios responde as baixas pressoes
parciais de oxigeénio.

As lesdes na SCPv com 1 pL de IBO néo alteraram a resposta ventilatora a hipoxia
(Figura 10). Esses achados indicam que provavelmente a SCPv nédo participa da modulacdo a
hipdxia. Este efeito também é observado apds lesdo do locus coeruleus (LC) (Biancardi et al.,
2008, Biancardi et al., 2010). De acordo com esses estudos, a lesdo quimica dos neurdnios
noradrenérgicos do LC, diminuiu o drive respiratério ao CO,, mas ndo afetou a resposta
ventilatoria hipdxica, sugerindo um papel especifico dos neurénios noradrenérgicos do LC na
resposta ventilatéria ao CO, (Biancardi et al., 2008).

Em relacdo as respostas cardiovasculares, as lesdes da SCPd e da SCPv, com ambos 0s
volumes, ndo mostraram efeitos significativos comparados aos controles durante a hipoxia
(Figuras 4A, 11A, 13A e 15A). Muitos estudos mostram que a hipoxia promove aumento da
pressdo arterial e bradicardia. No entanto, as medidas cardiovasculares sdo realizadas nos
primeiros minutos de exposicdo hipoxica (Barros et al., 2002). No presente estudo, ndo
medimos a pressdo arterial antes de 5 minutos de estimulacao hipoxica e esta pode ser a causa
da diferenca nos resultados. Dados na literatura mostram de que as principais respostas
cardiovasculares a estimulacdo do corpo carotideo sdo bradicardia e vasoconstri¢do sistémica,
independente se o estimulo for sangue hipdxico ou agentes quimicos excitatorios (Daly, 1997).

Mesmo com areas de lesdo maior, a auséncia de efeito nesses parametros prevaleceu.

Como citado anteriormente, acreditamos que a auséncia de resultados se deva ao fato de nossos
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experimentos acontecerem somente seis dias ap0s a cirurgia central, podendo acontecer dessa
forma uma compensacéao central por outras areas.

A temperatura de ambos 0s grupos — controles e lesados — na SCPd e SCPv, caiu
durante a hipoxia, conforme ja bem descrito na literatura (Forster et al., 2000; Serra et al.,
2001; Hodges et al., 2005; Blain et al., 2009). No entanto, ndo houve diferencas significativas
entre 0s grupos, sugerindo que talvez a SCP ndo participe na modulacdo da temperatura
corporal em situac@es hipdxicas.

Em conclusdo, estes experimentos indicam que os neurbnios da SCPd parecem
participar da ativacdo do quimiorreflexo periférico. No entanto, a SCP parece ndo influenciar

0s parametros cardiovasculares ou térmicos durante condi¢es normoxicas e de hipoxia.
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8. CONCLUSAO

Desta forma, podemos concluir que:

- Os neurbnios da SCPd/SCPv de ratos excitatdria na resposta ventilatoria a hipercapnia por
alteracéo do V.

- Os neurdnios da SCPd de ratos exercem uma modulacao inibitéria na resposta ventilatoria a
hipoxia por alteracdo do V.

- A SCP ndo parece participar da regulacdo cardiovascular ou térmica durante condicfes de

normocapnia normoxica, hipercapnia e hipdxia em ratos.
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Capitulo 11

Participacao de areas bulbares e pontinas no

controle respiratorio.
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LISTA DE ABREVIACOES

7n: Ndcleo Facial

aCSF: Fluido Cérebro Espinhal Artificial

Amb: Nucleo Ambiguo

AP: Area Postrema

B4: Células Serotoninérgicas tipo B4

Botz: Complexo Botzinger

CC: Canal Central

Cereb: Cerebelo

cLC: Locus Coeruleus contralateral

cNTS (im): Nucleo do Trato Solitario Caudal, parte intermediaria
cNTS: Nucleo do Trato Solitario Caudal

CVL: Nucleo Reticular Caudoventrolateral
dHyp: Hipotalamo Dorsomedial

DMN: Nucleo Motor Dorsal do Vago

DMsp5: Trato Trigeminal Espinhal Dorsomedial
DR: Nucleo Dorsal da Rafe

Hy: Nucleo do Hipoglosso

INTS: Nucleo do Trato Solitario, parte intermédia
10: Oliva Inferior

IRt: Nucleo Reticular intermedirio

KF: Nucleo de Kolliker-Fuse

LC: Locus Coeruleus
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IHyp: Hipotalamo Lateral

LY: corante Lucifer Yellow

LRtPc: Ndcleo Reticular Lateral, porcao parvicelular
LRt: Nucleo Reticular Lateral

Mo5: Nucleo Motor Trigeminal

MR: Nucleo Bulbar da Rafe

MVePC: Ndcleo Vestibular Medial, porcao parvicelular
MVeMC: Nucleo Vestibular Medial, por¢do magnocelular
NTS: Nucleo do Trato Solitario

P5: Ndcleo Motor Trigeminal Parvicelular

PCRtA: Ndcleo Reticular Parvicelular, por¢éo alfa
PA: Area Perifornical

PAG: Substancia Cinzenta Periaquedutal

PB: Nucleo Parabraquial

PBS: Salina tamponada com Fosfato (veiculo)

pHyp: Hipotalamo Posterior

Pre-Botz: Complexo Pré-Botzinger

Py: Trato Piramidal

RTN: Nucleo Retrotrapezdide

RVL: Nucleo Rostroventrolateral Reticular

SNC: Sistema Nervoso Central

SNB: Bloqueador Sinaptico

sp5: Trato Espinhal Trigeminal

SpVe/Mve: Nucleo Vestibular Espinhal/ Nacleo Vestibular Medial
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LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Microinjecdo de rodamina no LC de ratos neonatos. Uma imagem de campo
brilhante, brilhante e fluorescente e apenas com fluorescéncia em um slice do tronco enceféalico
que contém o LC. Painel superior: LC+. Observe na imagem de fluorescéncia que a rodamina
(fluorescéncia vermelha) fica inteiramente dentro do LC. O painel inferior mostra a injegéo de
rodamina no LC e também no cerebelo. Para orientagdo, o assoalho do quarto ventriculo e da
linha média do slice esta indicado pelas setas brancas. A localizacdo do LC é delineada pela
elipse pontilhada branca. A barra de calibracdo em cada imagem representa 300 pum.

Figura 2: Microinjecdo de rodamina no LC de ratos neonatos. Uma imagem de campo
brilhante, brilhante e fluorescente e apenas com fluorescéncia em um slice do tronco encefalico
que contém o LC. Painel superior: Peri LC. Observe na imagem de fluorescéncia que a
rodamina (fluorescéncia vermelha) fica bem préxima ao LC mas ndo dentro do nucleo. O
painel inferior mostra a injecdo de rodamina localizada fora e distante do LC. Para orientagao,
o cerebelo e o quarto ventriculo sdo indicados pelas setas brancas. A localizacdo do LC €
delineada pela elipse pontilhada branca. A barra de calibragdo em cada imagem representa 300

um.

Figura 3: Figura 3: Microinje¢cdo de rodamina no cNTS de ratos neonatos. Uma imagem de
campo brilhante, brilhante e fluorescente e apenas com fluorescéncia em um slice do tronco
encefalico contendo o cNTS. Painel superior: cNTS+ : observar na imagem de fluorescéncia
que a rodamina (fluorescéncia vermelha) fica inteiramente dentro dos NTS. Painel inferior:
CNTS-: observar na imagem de fluorescéncia que os pontos de rodamina (fluorescéncia
vermelha) se encontram totalmente fora do cNTS. Para orientacdo esta marcada a area do
ndcleo hipoglosso (Hy), canal central (cc), area postrema (AP), nucleo motor dorsal do nervo
vago (DMN). O NTS esta delimitado por linhas pontilhadas em branco. A barra de calibracéo
em cada imagem representa 300 pum.

Figura 4: Desenhos esquematicos de quatro slices diferentes, mostrando os pontos vermelhos
(rodamina) nos neurénios retrogradamente marcados em diferentes regides. Os ratos neonatos
receberam microinjecdes de rodamina no LC. Os desenhos esquematicos foram feitos a partir
do atlas de Paxinos e Watson (1997). Cada ponto representa uma area vermelha distinta da
fluorescéncia de rodamina. Amb / RVL / CVL: nucleo ambiguo / ndcleo reticular
rostroventrolateral / ndcleo reticular caudoventrolateral; AP: area postrema; cNTS (im): nucleo
do trato solitario caudal parte intermediaria; 10: oliva inferior; LC: locus coeruleus; MVePC:
nacleo vestibular medial, parte parvicellular; PAG: substancia cinzenta periaquedutal, PB:
nucleo parabraquial; Py: trato piramidal; RTN: ndcleo retrotrapezoéide; sp5: via trigeminal
espinhal.
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Figura 5: Desenhos esquematicos de quatro slices diferentes, mostrando os pontos vermelhos
(rodamina) nos neurdnios retrogradamente marcados em diferentes regides. Os ratos neonatos
receberam microinjecbes de rodamina no cNTS. Os desenhos esquematicos foram feitos a
partir do atlas de Paxinos e Watson (1997). Cada ponto representa uma area vermelha distinta
da fluorescéncia de rodamina. Amb / RVL / CVL: nacleo ambiguo / nucleo reticular
rostroventrolateral / nlcleo reticular caudoventrolateral; AP: &rea postrema; B4: células de
serotonina B4; Boétz: Botzinger; 10: oliva inferior; IRT: nicleo reticular intermediario; LC:
locus coeruleus; Mo5: nacleo motor trigeminal; NTS: nucleo do trato solitério; Py: trato
piramidal; sp5: via trigeminal espinhal.

Figura 6: Imagens confocais de neurbnios marcados retrogradamente apds a injecdo de
rodamina no LC (A, B, C, D) ou no cNTS (E, F). A, B: corpos celulares neuronais do ctNTS
marcados com esferas de rodamina (fluorescéncia vermelha, setas brancas), indicando que 0s
neurbnios dos cNTS tém projecdes aferentes para o LC. Nota-se multiplos pontos de rodamina
em cada soma indicando forte marcacao retrograda. C: Um corpo celular neuronal a partir da
area do RTN marcado com rodamina (fluorescéncia vermelha, seta branca). Notar maltiplas
marcacdes de rodamina no soma. D: corpos celulares neuronais da PAG marcados com
rodamina (fluorescéncia vermelha, setas brancas), indicando que os neurdnios da PAG tém
projecdes aferentes para o LC. Notar multiplos pontos de rodamina em cada soma. Observa-se
também a presenca de grénulos de rodamina num processo axonal (setas azuis). E, F: corpos
celulares neuronais do LC marcados retrogradamente com rodamina (fluorescéncia vermelha)
(setas brancas), indicando que os neurdnios do LC tem projecGes aferentes para o cNTS. Notar
multiplos pontos de rodamina em cada soma indicando forte marcacéo retrograda. Além disso,
observa-se também a presenca de granulos de rodamina em processos axonais (setas azuis,
Figura F). PAG: substancia cinzenta periaquedutal, RTN: nucleo retrotrapezéide. A barra de
calibracdo em cada imagem representa 50 pum.

Figura 7: Painel superior: neurdnios do cNTS que foram retrogradamente marcados com
rodamina injetados no LC. No painel da esquerda é indicado um corpo celular neuronal do
cNTS com numerosos grénulos de rodamina (seta branca). Este neurdnio foi analisado
eletrofisiologicamente e depois carregado com Lucifer Yellow (LY). No painel da direita, o
mesmo neurdnio visto no painel esquerdo mostrando a marcagao do LY (fluorescéncia verde),
com varios pontos amarelos que indicam a sobreposicdo dos rodamina visto no painel a
esquerda (seta branca). Observa-se um neurdnio marcado com rodamina, mas ndo com LY
(seta azul). Painel inferior: a esquerda temos um neurdnio do LC que foi marcado com
rodamina (seta branca) injetada no cNTS. Este neurdnio foi analizado eletrofisiologicamente e
depois carregado LY, mas no final do registro de patch-clamp, o neurdnio foi danificado (a
direita, seta branca). Mesmo assim, fica claro que o neurdnio carregado com LY estd no mesmo
local que o neurénio marcado com rodamina no painel da esquerda. A barra de calibracdo em
cada imagem representa 50 pum.
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Figura 8: Resposta a hipercapnia (configuracdo whole-cell/current clamp) de um neurdnio do
cNTS contendo rodamina (microinjecao feita no LC). Al: frequéncia de disparo em resposta a
hipercapnia (15% CO,), na presenca de aCSF. A2: A taxa de disparo integrada (potenciais de
acdao por 10 segundos) em normocapnia (5% CO,) e hipercapnia (15% CO,). B1: frequéncia de
disparo em resposta a hipercapnia (15% CO,), na presenca de bloqueio sinaptico (SNB). B2: A
taxa de disparo integrada (potenciais de acdo por 10 segundos) em normocapnia (5% CO,) e
hipercapnia (15% CO,) em SNB. Nota-se que hipercapnia aumentou reversivelmente a taxa de
disparo do neurénio do cNTS que se projeta para 0 LC, mesmo na presenca de uma solucgéo de
SNB.

Figura 9: Resposta a hipercapnia (configuragdo loose-cell/voltage clamp) de um neurénio do
LC contendo rodamina (microinjecédo feita no cNTS). Al: frequéncia de disparo em resposta a
hipercapnia (15% CO,), na presenca de aCSF. A2: A taxa de disparo integrada (potenciais de
acao por 10 segundos) em normocapnia (5% CO,) e hipercapnia (15% CO,). B1: frequéncia de
disparo em resposta a hipercapnia (15% CO,), na presenca de bloqueio sinaptico (SNB). B2: A
taxa de disparo integrada (potenciais de acdo por 10 segundos) em normocapnia (5% CO,) e
hipercapnia (15% CO;) em SNB. Nota-se que hipercapnia diminuiu reversivelmente a taxa de
disparo do neurénio do LC que se projeta para o cNTS, mesmo na presenca de uma solucgéo de
SNB.

Figura 10: Representacdo esquematica das interconexdes entre as supostas regides
quimiossensiveis do tronco encefélico, com base em nossos dados de marcacgdo retrograda. As
setas vermelhas indicam projecbes aferentes para o LC, enquanto setas azuis representam
projecOes aferentes para 0 cNTS. Setas grossas indicam forte marcacao retrograda e portanto,
mais neurdnios se projetando. Setas finas representam rotulagem mais fraca e portanto, menos
neuronios se projetando. O "?" com as setas vermelhas vindas do RTN e do Pre-Botz/RVL
indica que essas conexdes descritas na literatura em adultos conflitam com os dados publicados
e sdo, portanto, questionaveis. A seta azul ligando o LC ao cNTS esta marcado com um "-?"
indicando que esta ligacdo pode ser inibitoria (com base nos dados de eletrofisiologia), mas que
esta conexdo é incerta e ndo sabemos sobre o0 neurotransmissor predominante nestes neurénios.
A seta vermelha ligando o cNTS ao LC estd marcado com um "+?" para indicar que esta
ligacdo pode ser excitatdria (com base nos dados de eletrofisiologia), mas que esta conexao é
incerta bem como o neurotransmissor envolvido. ctNTS: nucleo do trato solitario caudal, perto
da area postrema; LC contralateral: locus coeruleus, no lado oposto do sitio da injegéo; LC:
locus coeruleus; PAG: substancia cinzenta periaquedutal; RTN: ndcleo retrotrapezdide; Botz:
Botzinger, pré- Botz: pré-Botzinger; RVL: ndcleo reticular rostroventrolateral.
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TABELA

Tabela 1: Namero de neur6nios retrogradamente marcados em varias regifes quando injetada
rodamina no LC e cNTS. “—” indica diferentes niveis de marcacdo entre ratos diferentes. Em
geral, foram marcados regides de trés ratos. Um simbolo em negrito indica que duas das fatias
analisadas mostraram a mesma quantidade de marcagdo. "[ ]" : apenas dois ratos analizados.
ND: ndo determinado. 0: 0-1 neurdnio marcado / 1: 2-5 neurdnios marcados / 2: 6-10 neurdnios
marcados / 3: >10 neurdnios marcados.
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1. RESUMO

Para estudar as conex0es anatdmicas entre as areas quimiossensiveis do tronco
encefalico, foi injetada rodamina unilateralmente no locus coeruleus (LC) ou no ndcleo do trato
solitario caudal (NTSc) em ratos neonatos Sprague-Dawley (P7-P10). Apos 8-10 dias, a
marcacdo retrograda foi observada em inimeras areas do tronco encefalico, com marcacdo em
muitas regides quimiossensiveis, incluindo o LC contralateral, o NTS, Rafe Bulbar e
Substancia Cinzenta Periaquedutal. Conex@es similares foram identificadas quando as injecdes
foram feitas no NTSc, embora menos marcacdo foi observada em cada area. Através da
configuracdo de "whole-cell” da técnica de “patch-clamp”, 4 de 5 neurénios avaliados do
NTSc (que se projetam para o LC), exibiram aumento na taxa de disparo em resposta a acidose
hipercapnica (AH-15% CO;). Essa resposta persistiu mesmo com o uso do bloqueador
sinaptico (SNB - alto Mg®+/baixo Ca’+). Inversamente, quando a rodamina foi injetada no
NTSc, 2 de 3 neurbnios do LC retrogradamente marcados (que se projetam para 0 NTSc)
exibiram reducdo na taxa de disparo em resposta a AH tanto na presenga como na auséncia de
SNB. Apo0s os registros, alguns neurdnios receberam Lucifer-Yellow (LY) para verificarmos
posteriormente se o neurbnio marcado com LY foi exatamente 0 mesmo marcado com
rodamina e estudado eletrofisiologicamente. Em resumo, encontramos conexdes anatdémicas
extensas entre as regides quimiossensiveis do tronco encefélico em ratos recém-nascidos e,
pelo menos para 0 LC e NTSc, as conexdes envolvem alguns neurdnios sensiveis ao CO..
Essas conexfes anatdmicas e funcionais sugerem a existéncia de uma complexa rede de
controle central da respiracdo mesmo em ratos neonatos.

Palavras-chave: tronco encefélico, quimiossensibilidade, marcagéo retrograda, eletrofisiologia.
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2. ABSTRACT

To study anatomical connections among chemosensitive brainstem areas, we injected
rhodamine beads unilaterally into the locus coeruleus (LC) and into the caudal nucleus tractus
solitarii (CNTS) in Sprague-Dawley rat pups (P7-P10). After 8-10 days, retrograde labeling
was seen in numerous areas of the brainstem, with labeling in many chemosensitive regions,
including the contralateral LC, cNTS, medullary raphé and periaqueductal gray. Similar
connections were seen with cNTS injection, although less labeling was seen in each area. We
whole-cell patched cNTS neurons that project to the LC and found that 4 of 5 retrogradely-
labeled cNTS neurons had increased firing rate in response to hypercapnic acidosis (HA-15%
CO,), even in synaptic blockade medium (SNB —high Mg®+/low Ca+). In contrast, 2 of 3
retrogradely-labeled LC neurons that project to the cNTS had reduced firing rate in response to
HA both in the presence and absence of SNB. Patched neurons were loaded with Lucifer
Yellow (LY) from the pipette to verify that a neuron was labeled with both rhodamine and LY.
In summary, we found extensive anatomical connections among chemosensitive brainstem
regions in neonatal rats and at least for the LC and cNTS, the connections involve some CO-
sensitive neurons. Such anatomical and functional coupling suggests a complex central

respiratory control network even in neonatal rats.

Keywords: brainstem; chemosensitive; retrograde labeling; electrophysiology
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3. INTRODUCAO

A quimiorrecepcdo central é uma propriedade distribuida em varias regides do tronco
encefalico e hipotdlamo e envolve diversos tipos neuronais (Coates et al., 1993; Nattie, 1999;
Nattie & Li, 2002; Putnam et al., 2004; Richerson, 2004; Biancardi et al., 2008; Nattie & Li,
2009; Gargaglioni et al., 2010; Hodges & Richerson, 2010; Putnam, 2010). Entre as regides
que contém neurdnios sensiveis a0 CO,/H" estdo o Locus Coeruleus (LC) (Elam et al., 1981;
Pineda & Aghajanian, 1997; Filosa et al., 2002; Gargaglioni et al., 2010) e a regido caudal do
Nucleo do Trato Solitario (NTS) (Dean et al., 1989, 1990; Nattie & Li, 2002; Conrad et al.,
2009; Dean & Putnam, 2010).

A resposta ao CO, nos primeiros 5 dias ap6s o nascimento (P1-P5) é bastante vigorosa,
mas subsequentemente reduz e atinge niveis mais baixos em P8. Em seguida, a resposta
aumenta até P21, quando parece chegar ao nivel maduro (Stunden et al., 2001; Greer, 2012).
De acordo com Putnam et al. (2001) , parece haver pelo menos duas e possivelmente trés fases
no desenvolvimento da resposta ventilatoria ao CO,. Em filhotes de ratos, a resposta
ventilatoria declina na primeira semana pos-parto (fase 1). Em outras espécies, esta reducdo nao
é visivel, mas em todas as espécies, a resposta de CO, € baixa em recém-nascidos, entre a
primeira e segunda semanas de idade (fase Il) e em seguida aumenta para o nivel de um adulto
durante o desenvolvimento subsequente (fase I11).

Em relacdo as areas quimiossensiveis, o0 LC € um grupo de neurdnios noradrenérgicos
situados bilateralmente e adjacentes ao quarto ventriculo na regido da ponte dorsal do tronco
encefalico (Dahlstrom & Fuxe, 1964). Estes neurdnios estdo envolvidos na rede respiratoria e

tém acesso direto as informacgdes sobre o momento do disparo dos neurdnios respiratorios
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bulbares (Oyamada et al., 1998, 1999; Andrzejewski et al., 2001). Além disso, uma
porcentagem elevada (> 80%) dos neurdnios do LC respondem & niveis elevados de CO,/H"
com um aumento na taxa de disparo (Elam et al., 1981; Pineda & Aghajanian, 1997; Filosa et
al., 2002).

Ja foi demonstrado que a acidificacdo focal do LC aumenta a ventilacdo (Coates et al.,
1993), enquanto que a lesdo nessa area reduz a resposta ventilatéria ao CO, (Li & Nattie, 2006;
Biancardi et al., 2008, De Carvalho et al., 2010). Adicionalmente, o LC contém projecbes que
inervam praticamente todas as areas do Sistema Nervoso Central (SNC), incluindo nucleos
responsaveis pela funcéo cardiorrespiratéria (Berridge & Waterhouse, 2003; Gargaglioni et al.,
2010). Desta forma, estes estudos indicam um papel importante para o LC na
quimiossensibilidade central (Gargaglioni et al., 2010).

O LC de ratos neonatos <P10 apresentam uma alta porcentagem de neur6nios
qguimiossensiveis (70-80%) e a magnitude da resposta, medida como o indice de
quimiossensibilidade, é muito alta, aproximadamente de 235%, similar aos neurdnios da rafe
bulbar, que sdo altamente quimiossensiveis (Wang et al., 1998). De forma interessante, a
porcentagem de neurdnios quimiossensiveis e a magnitude da resposta ndo sdo afetados por
bloqueio sinaptico (alto Mg*/baixo Ca*?) e carbonoxolone (bloquedor de juncdes GAP) nos
neurdnios de ratos neonatos mais jovens (<P10), indicando que a resposta a hipercapnia é
intrinseca (Hartzler et al., 2007; Nichols et al., 2008). Em contraste, em ratos neonatos mais
velhos que P10 (>P10) uma alta porcentagem de neurdnios também ¢ ativada por hipercapnia,
contudo, a magnitude da resposta € marcadamente reduzida (indice de quimiossensibilidade de
125%; sendo que indice de quimiossensibilidade de 100% indica um neurdnio n&o
quimiossensivel). Da mesma forma que neonatos <P10, o blogueio de sinapses quimicas nao

afetam a magnitude da resposta, entretanto, o carbonoxolone reduz marcadamente a
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porcentagem de neurdnios intrisicamente quimiossensiveis (por volta de 20%), sem afetar o
indice de quimiossensibilidade (Hartzler et al., 2007; Nichols et al., 2008).

Outra éarea considerada quimiossensivel é o NTS, também chamado de Grupo
Respiratorio Dorsal. Essa area recebe aferéncias provenintes dos quimiorreceptores periféricos
localizados no arco aortico e corpo carotideo, além dos receptores de estiramento pulmonar
(Donoghue et al., 1984; Bonham & McCrimmon, 1990; Mifflin, 1992; Koshiya & Guyenet,
1996). O NTS contém muitos neur6nios que despolarizam e/ou aumentam a sua taxa de disparo
apos exposicdo a hipercapnia (Dean et al., 1989; Dean et al., 1990; Huang et al., 1997; Mulkey
et al., 2004). Alguns estudos mostraram que a ventilacdo foi aumentada quando o NTS
(especialmente o NTS caudal, situado proximo a area postrema) foi acidificado focalmente
(Coates et al., 1993; Nattie, 2001; Nattie & Li, 2002). Além disso, a lesdo quimica ou bloqueio
sinaptico do NTS causou uma reducdo na ventilacdo basal e na quimiossensibilidade ao CO,
(Berger & Cooney, 1982; Nattie & Li, 2008). Estes estudos sugerem fortemente que o NTS e,
especialmente sua porcdo caudal, estd envolvida na quimiossensibilidade central e no controle
ventilatorio (Dean & Putnam, 2010).

Estudos anatémicos e funcionais indicam que é no NTS que ocorrem as primeiras
sinapses das aferéncias dos quimiorreceptores periféricos (Mifflin, 1992; Ciriello et al., 1994).
O NTS é formado por um conjunto heterogéneo de neurénios e estd localizado na por¢édo
dorso-medial do bulbo, estendendo-se como colunas bilaterais de aproximadamente 2,5 mm de
extensdo no seu sentido rostro-caudal (Barraco et al., 1992; Ciriello et al., 1994; Paxinos e
Watson, 1997). O NTS, no seu sentido rostro-caudal, pode ser dividido funcionalmente em trés
sub-regides: rostral, intermediario e caudal (Lowey, 1990; Barraco et al., 1992). O NTS rostral,
com uma extensdo antero-posterior de aproximadamente 1,0 mm esta envolvido com a

recepcdo de informacGes provenientes do sistema digestorio. O NTS intermediario, com uma
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extensdo antero-posterior de aproximadamente 0,6 mm estd envolvido com a recepcao de
informacdes principalmente relacionadas ao barorreflexo e reflexos pulmonares. O NTS caudal
(CNTS) estendende-se por aproximadamente 0,9 mm esta relacionado principalmente com o
processamento das informacdes provenientes dos quimiorreceptores periféricos (Loewy, 1990;
Barraco et al., 1992).

E sabido que ocorrem alteragdes nos neurdnios do NTS durante o desenvolvimento,
incluindo alteracGes morfoldgicas (Vincent & Tell, 1999) e eletrofisioldgicas (Rao et al., 1997;
Vincent & Tell, 1997; Kawai & Semba, 2000).

A hipercapnia (15% CO;) ativa cerca de 40-50% dos neurbnios do NTS,
independentemente da idade do rato (P1 a adultos). Além disso, o indice de
quimiossensibilidade ndo difere nos neurdnios do NTS de ratos de diferentes idades, e fica
entre 130 e 170% em todas as idades. A pequena percentagem (5-10%) de neurdnios inibida
por hipercapnia também ¢ estavel ao longo do desenvolvimento (Conrad et al., 2009).
Curiosamente, de acordo com o0s autores, as juncdes GAP parecem ndo alterar a resposta
qguimiossensivel dos neurénios do NTS em recém-nascidos de qualquer idade. Contudo, as
sinapses quimicas parecem reduzir a magnitude da resposta quimiossensivel dos neurénios do
NTS de neonatos mais jovens (<P10), mas ndo de neonatos mais velhos (> P10), e também ndo
tem efeito na percentagem de neurénios quimiossensiveis do NTS. Desta forma, Conrad et al.
(2009) sugerem que a resposta quimiossensivel dos neurénios do NTS é em grande parte
intrinseca e quase totalmente desenvolvida ao nascimento.

A quimiossensibilidade central envolve uma rede complexa, incluindo os neurdnios do
LC e cNTS, mas as possiveis interligacbes e a comunicacao funcional entre estas diferentes
regibes ¢ mal compreendida. Portanto, nosso objetivo foi realizar primeiramente uma

investigacdo anatbmica observando marcacao retrégrada em algumas regides do SNC de ratos
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neonatos, para identificarmos possiveis conexdes neurais entre estas areas. Na etapa seguinte
usamos as técnicas de “whole-cell” e “loose patch clamping” em alguns neurdnios
retrogradamente marcados para tentar entender se estes neurbnios se comunicam com outras
regibes quimiossensiveis. Apesar de inferimos que determinadas conexdes existem em

neonatos nenhum trabalho tinha confirmado essa questao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos Sprague-Dawley neonatos com idade entre P7-P10, de ambos os
sexos. As maes tiveram livre acesso a dgua e comida e foram alojados em uma sala com
temperatura controlada a 24-26 °C, com ciclo escuro de 12:12 horas (luzes acesas as 07:00 e
apagadas as 19:00). Os filhotes ficaram juntos com sua mée durante todo o periodo pré e pos-
operatorio. Todos os experimentos foram realizados entre as 08:00 e 17:00 horas. O estudo foi
aprovado e realizado de acordo com as diretrizes da Wright State University Animal Care
Institucional e Comité de uso. Wright State University é credenciada pelo AAALAC e é

assegurada pela NIH Assurance (n° A3632-01).

4.2. Cirurgias Estereotaxicas

Os procedimentos cirargicos foram realizados sob anestesia com isoflurano (5% inalado
para induzir a anestesia e 1,5-2% inalado para manter a anestesia) para cirurgias do LC. Para
cirurgias do NTS, os ratos foram anestesiados com 75 mg / kg de cetamina intraperitoneal (IP)
+ 5 mg / kg de xilazina (0,1mL/20 g para neonatos). Para a anestesia local foi dada uma dose
subcutanea de bupivacaina (0,15 mL). Antes da cirurgia e 12 horas ap0s o procedimento
cirurgico, foram dadas injecfes subcutaneas de carprofeno (0,5 mg/ ml; vol: 0,1 mL/10grs).

Apos anestesiado, o animal foi colocado em um estereotaxico (David Kopf, modelo

900, Tujunga, CA, adaptado para neonatos) e teve a cabeca tricotomizada e a pele esterilizada
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com uma solucdo de povidona. Para as microinjecdes de rodamina, foram utilizadas
coordenadas especificas para localizar o LC (anteroposterior = -3,7; lateral = -1,1 mm a partir
da sutura sagital; dorso-ventral = -4,0 mm de profundidade a partir do cranio) e cNTS (0,2 mm
rostral em relagdo ao calamus scriptorius). As coordenadas foram baseadas em testes piloto e
de acordo com o atlas estereotaxico para ratos (Paxinos & Watson, 1997). Uma agulha de
injecdo dentaria (Mizzy, 200 um OD) foi ligada a uma seringa Hamilton de 1 mL através de
um tubo PE-10. A agulha foi inserida no LC ou cNTS e foi injetado 70 nL e 50 nL
respectivamente, de uma solucdo de rodamina (Lumafluor, Inc. retrobeads vermelho, St Louis,
MO). Apos a injecdo, a agulha permaneceu nas regides por mais 5 minutos para evitar refluxo
da rodamina. Todas as injecdes foram feitas manualmente e o volume de microinjecdo foi
escolhido baseado em experiéncias piloto. No final do procedimento cirurgico, a pele do animal
foi colada com cola cirargica (Vetbond, adesivo de tecido) e esterilizada com solugdo de

povidona.

4.3. Preparacao de slices

Estudos preliminares mostraram que em apenas quatro dias ja € possivel observar
marcacdo retrograda, no entanto essa marcacao é muito fraca. Decidimos, portanto, aguardar
um periodo de 8-10 dias para que o corante fluorescente pudesse ser transportado
retrogradamente. Apos esse periodo, os animais foram colocados individualmente em caixas e
em seguida anestesiados com 100% de CO, e rapidamente decapitados. Os troncos cerebrais
foram removidos e colocados em solucdo equilibrada de 4-6 °C em 95% de 0,/5% de CO,
(para a composigdo, ver “Solu¢des”), fluido cerebroespinal artificial (aCSF). Com auxilio de

um vibratomo (PelcoVibratome 1000), foram feitos slices coronais (~ 300 pum), que se
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estendiam a partir do cNTS até o hipotadlamo. Os slices recém-preparadas foram transferidos
rapidamente para solucdo de paraformaldeido a 4% (ver Solugcbes) e permaneceram na
geladeira por trés 3 dias a 4°C, para posteriormente realizarmos investigacdes anatdmicas.
Alguns slices recém-preparados foram colocados em aCSF equilibrado com 95% de 0,/5%

CO;, por aproximadamente uma hora a temperatura ambiente, para estudos de eletrofisiologia.

4.4. Anatomia

Apbs a fixagdo, os slices foram lavados em solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS, ver “Solugdes”) e foram investigados no microscopio (Nikon Eclipse Ti-S Inverted
Light). O slice foi banhado em solucdo de PBS e mantido no lugar com uma grade de nylon.
lluminacdo de campo brilhante foi utilizada para identificar diferentes regides em cada slice
(com base em pontos de referéncia em Paxinos & Watson, 1997). As mesmas regifes foram
analisadas utilizando fluorescéncia. Neurdnios marcados com rodamina foram excitados com
feixes de 540-580 nm e emissdo de luz coletados em 600-660 nm, usando um filtro de
fluorescéncia Nikon Y-2 EC e uma lampada xenon de arco de 75-W. A fluorescéncia emitida
foi visualizada usando uma camera CoolSnap HQ2 digitais (Fotometria) e software 4.6r5
Metafluor (Universal Imaging) e as imagens de fluorescéncia foram salvas em um computador
(Gateway 2000 E-3100). Toda rodamina visualizada nos slices foi marcada em desenhos
esquematicos, a fim de preservar as localizagdes anatbmicas das areas marcadas
retrogradamente no tronco encefalico. Todos os slices do cNTS ao hipotdlamo foram
examinados ao microscopio e a marcacdo de rodamina vista nos slices foi marcada em
desenhos esquematicos para posteriormente contarmos o numero de neurdnios corados por
regido.
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4.5. Eletrofisiologia

Os slices usados no estudo eletrofisiologico foram colocados em uma cémara de
superfusdo e mantidos no lugar com uma grade de nylon. Os slices foram constantemente
perfundidos com aCSF a aproximadamente 35 © C (taxa de ~ 2,5 mL/minuto). Eletrodos de
vidro foram feitos de borosilicato de parede fina (1,5 mm de didmetro externo; 1,12 mm de
diametro interno) com resisténcia de ponta de 3-5 MQ (pipeta extratora modelo Narishige PC-
10). O banho foi aterrado com um fio de Ag-AgCl.. Pipetas foram preenchidas com solucéo de
enchimento de pipeta (ver “Solucdes”).

Os neurdnios do LC e cNTS foram visualizados através de um microscopio vertical
(Nikon FN1) com objetiva de imersdo em agua (60X). Neurdnios retrogradamente marcados
com rodamina foram visualizados através de excitacdo / comprimentos de onda de emisséo
idénticos aos descritos acima (ver “Anatomia”). Usando o software NIS Elements 3.0 AR
(Nikon), foi possivel visualizar rodamina marcada em neurdnios saudaveis e esses neurénios
foram alvos para passarem pelo processo de “patch-clamp”. Registros eletrofisiologicos foram
feitas usando um amplificador Axopatch 200B e analisados usando o software pCLAMP versao
10. A pipeta foi colocada na superficie do neurbnio, sob pressdo positiva para evitar o
entupimento da ponta e, em seguida, uma sucgdo suave foi aplicada na pipeta até que uma
vedacgédo de aproximadamente 1GQ fosse obtida. Em alguns neur6nios, este arranjo foi feito
usando a configuarac¢do “loose-patch” modo voltage-clamp (potencial mantido de 0 mV) para
medir correntes extracelulares associadas a potenciais de acdo. O selo GQ na configuragédo
“loose-patch” deu uma relacdo de sinal-ruido suficiente para que as correntes extracelulares

fossem claramente visiveis, sendo possivel determinar a taxa de disparo do neurénio. Em
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outros neurdnios, depois que o selo GQ foi estabelecido, uma pressdo negativa rapida foi
aplicada para criar a configurac¢do de “whole-cell” modo current-clamp e terem suas voltagens
medidas. Estes neurdnios mostraram variagdes de tensdo intracelulares associados com
potenciais de acdo e puderam ser usados também para sabermos suas taxas de disparo. Para
alguns neurdnios, usando a configuracao “whole-cell”, uma pequena corrente de despolarizacao
teve de ser injetada para se obter uma frequéncia de disparo inicial de aproximadamente 1 Hz.
A frequéncia de disparo foi integrada utilizando o software pClamp. Para todos os neurdnios,
0s registros comecgaram quando uma frequéncia de disparos estavel inicial foi obtida e o efeito
das solucBes hipercapnicas sobre a frequéncia de disparos foi determinada. Nés utilizamos a
configuragdo “loose-patch” em alguns neurdnios, pois ndo conseguimos estabelecer a “whole-
cell”. Para avaliar se a quimiossensibilidade de determinado neurbnio é intrinseca, nés
utilizamos bloqueador sinaptico médio (SNB) e observamos a resposta do neurdnio frente a
hipercapnia. Para garantir que estdvamos estudando um neurdnio retrogradamente marcado, a
pipeta de patch também continha 2% de Lucifer Yellow (LY). Para gravacdes na configuracao
“whole-cell” foi necessario cerca de 30 minutos para obter uma gravagdo completa e isso foi
suficiente para que o neurdnio fosse marcado com LY. Para registos na configuragdo “loose-
patch”, apds o experimento, uma suc¢ao negativa rapida foi aplicada para obter a configuragdo
“whole-cell” e o neurdénio pode ser marcado com LY durante pelo menos 20 minutos. No final
de todos os experimentos de eletrofisiologia, os slices foram fixados em paraformaldeido a 4%
para posteriormente identificarmos os neurénios marcados com rodamina e LY, através da

microscopia confocal.

4.6. Microscopia confocal
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Os slices fixados foram lavados em PBS 0,1 M (ver “Solu¢des”). Cada slice lavado foi
colocado em uma lamina de vidro e coberta com Vectashield (meio de montagem projetado
para fluorescéncia - Vector Laboratories) e finalmente coberto com uma laminula. Imagens de
fluorescéncia foram captadas através do microscépio confocal Olympus FV300 (Olympus
Corporation) com objetiva de imersdo em Oleo de 60X. A fluorescéncia da rodamina foi
visualizada com luz de excitacdo de 568 nm (a partir de uma combinacdo de laser
criptonio/argonio) e a fluorescéncia emitida pelo LY foi visualizada com luz de excitacdo de
488 nm (a partir de uma combinacdo de laser criptonio/argonio). As imagens digitais foram
coletadas e os arquivos de imagem foram gerenciados com software Fluoview (Olympus

Corporation).

4.7. Solugbes

aCSF foi composto de: 3 mM KCI; 124 mM NacCl; 1,3 mM MgSOg; 26 mM NaHCOg3; 1,24
NaH,POy; 10 mM glicose e 2,4 mM CacCls, equilibrado com 95% de O,/5% de CO,, pH ~ 7,45
(@ 35°C). O bloqueador sinaptico médio (SNB) teve a mesma composicao, exceto: 121 mM
NaCl; 11,4 mM MgSQO, e 0,2 mM CaCl,; 121 mM NaCl; 11,4 mM MgSO, e 0,2 mM CaCl,.
As solucdes hipercapnicas foram idénticas as solucdes de aCSF e SNB com exce¢do do
equilibrio: 85% 0,/15% de CO,, pH ~ 6,9-7,0. A solucéo de paraformaldeido foi diluida antes
do uso na proporgdo de 1:1 a partir de solucdo estoque de 8% de paraformaldeido com PBS
(100 mM), que continha (mM):137 NaCl; 2,7 KCI; 4,3 de Na,HPO, e 1,47 NaH,PQ,; pH 7,4.
A solugdo de enchimento de pipeta (configuragdo “whole-cell”) consistiu em: 130 mM de K-

gluconato; 0,4 mM EGTA; 1 mM MgCly; 0,3 mM GTP; 2 mM ATP e 10 mM HEPES, mais
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2% de LY. O pH da solucdo de preenchimento da pipeta foi tamponada a ~ 7,35 utilizando

KOH.
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5. RESULTADOS

5.1. Microinjecéo de rodamina no LC

Ao todo, foram utilizados 12 animais neste protocolo, divididos em quatro grupos, com
trés animais cada: LC+ (animais com microinjecdo no LC); LC+Cereb (animais com
microinjecdo no LC mas que também atingiram o cerebelo); Peri LC (animais com
microinjecdo localizada ao redor do LC); LC- (animais com microinjecdo localizada fora do
LC).

O LC foi facilmente identificado utilizando microscopia de campo claro, como uma
regido bilateral e eliptica de grandes neurénios ao lado dorsal da ponte. O quarto ventriculo foi
a referéncia usada para localizarmos o LC (Figura 1). Assim, lateralmente ao quarto ventriculo
e a linha média foi possivel analisarmos seguramente e constatar microinjecdo positiva para o
LC, como mostra a Figura 1, painel superior. Na mesma figura, observando o painel inferior
vemos um exemplo de microinjecdo positiva para LC, mas que também atingiu o cerebelo
(Grupo LC+Cereb).

A Figura 2 mostra o sitio de injecdo negativo, ficando ao redor do LC (painel superior)

e distante do LC (painel inferior), ambos considerados fora dos limites do LC.

105



\

Linha Média

Brilhante Brilhante e Fluorescente Fluorescente

LC + Cereb

Cerebelo

Brilhante Brilhante e Fluorescente Fluorescente

Figura 1: Microinjecdo de rodamina no LC de ratos neonatos. Uma imagem de campo brilhante, brilhante e
fluorescente e apenas com fluorescéncia em um slice do tronco encefalico que contém o LC. Painel superior; LC+.
Observe na imagem de fluorescéncia que a rodamina (fluorescéncia vermelha) fica inteiramente dentro do LC. O
painel inferior mostra a injecdo de rodamina no LC e também no cerebelo. Para orientagdo, o assoalho do quarto
ventriculo e da linha média do slice esté indicado pelas setas brancas. A localiza¢do do LC é delineada pela elipse
pontilhada branca. A barra de calibracdo em cada imagem representa 300 pum.
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Linha Média

Brilhante Brilhante e Fluorescente Fluorescente

Figura 2: Microinjecdo de rodamina no LC de ratos neonatos. Uma imagem de campo brilhante, brilhante e
fluorescente e apenas com fluorescéncia em um slice do tronco encefalico que contém o LC. Painel superior: Peri
LC. Observe na imagem de fluorescéncia que a rodamina (fluorescéncia vermelha) fica bem préxima ao LC mas
ndo dentro do ndcleo. O painel inferior mostra a injecdo de rodamina localizada fora e distante do LC. Para
orientacdo, o cerebelo e o quarto ventriculo sdo indicados pelas setas brancas. A localizagdo do LC é delineada
pela elipse pontilhada branca. A barra de calibracdo em cada imagem representa 300 pm.

5.2. Microinjecéo de rodamina no cNTS

Neste protocolo foram utilizados seis animais. Destes, trés animais mostraram sitios de
injecdo dentro do cNTS (Figura 3, painel superior) e trés animais tiveram microinjecdes
localizadas fora do cNTS (Figura 3, painel inferior). Estes estavam localizados perto do nucleo

motor dorsal do vago (DMN). O cNTS foi prontamente identificado em microscopia de campo
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claro encontrando-se no bulbo e utilizando como referéncia a Area Postrema. O complexo
solitario é limitado no lado dorsal pela Area Postrema e pelo assoalho do quarto ventriculo
(Figura 3). O limite ventral € definido pelo canal central (CC) e pelos grandes neurdnios
motores do hipoglosso (HY) bilateralmente ao CC (Figura 3). O complexo solitario inclui os
NTS e os neurdnios do ndcleo motor dorsal do vago (DMN), que estdo localizados em duas

areas elipticas pouco acima do CC (Figura 3).

=40 DMN -

l'\l
Hy l\;

Brilhante Brilhante e Fluorescente

cNTS -

" DWN )

-

Brilhante Brilhante e Fluorescente Fluorescente

Figura 3: Microinjecdo de rodamina no cNTS de ratos neonatos. Uma imagem de campo brilhante, brilhante e
fluorescente e apenas com fluorescéncia em um slice do tronco encefalico contendo o cNTS. Painel superior:
cNTS+ : observar na imagem de fluorescéncia que a rodamina (fluorescéncia vermelha) fica inteiramente dentro
dos NTS. Painel inferior: ctNTS-: observar na imagem de fluorescéncia que os pontos de rodamina (fluorescéncia
vermelha) se encontram totalmente fora do cNTS. Para orientacdo estd marcada a area do nucleo hipoglosso (Hy),
canal central (cc), area postrema (AP), nlcleo motor dorsal do nervo vago (DMN). O NTS esta delimitado por
linhas pontilhadas em branco. A barra de calibracdo em cada imagem representa 300 um.
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5.3. Marcacdo retrograda: projecoes aferentes parao LC

No primeiro experimento, a rodamina foi injetada no LC e para avaliar as aferéncias, 0s
slices retrogradamente marcados foram estudados utilizando microscopia de campo claro com
objetiva em menor aumento (4X), maiores aumentos foram utilizados (10X, 20X) para
confirmacdo da marcacdo em alguns casos. Todos 0s pontos de rodamina que apareceram em
determinadas regiGes foram anotados em desenhos esquematicos que usamos como referéncia
(Paxinos & Watson, 1997).

As Figuras 4 e 5 mostram exemplos dos desenhos esquematicos usados e a localizacao
dos pontos de rodamina marcados em diversas regides do tronco encefalico quando a rodamina
foi injetada no LC (Figura 4) e cNTS (Figura 5).

Quando a rodamina foi injetada no LC, muitas regides quimiossensiveis apresentaram
marcacdo retrograda, incluindo: cNTS, a regido que inclui o Nucleo Ambiguo / Ndcleo
Reticular Rostroventrolateral / Nucleo Reticular Caudoventrolateral (Amb / RVL / CVL),
Nucleo Retrotrapezéide (RTN) (Figuras 4A, 4B), LC contralateral (cLC) (Figura 4C), e
Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAG) (Figura 4D). Um ndmero substancial de células
marcadas com rodamina (3, 2 — 3, 1 — 3) foram localizadas na area da Rafe Bulbar (MR),
Nucleo de Kolliker Fuse (KF), PAG, RTN e Nucleo Parabraquial (PB) (Tabela 1). Marcacao
moderada (2, 1 — 2) foi encontrada na regido do Amb / RVL / CVL, area postrema (AP),
complexo pre-Botzinger (pre-Botz)/complexo Botzinger (Botz), Rafe Dorsal (DR), Nucleo
Facial (7n), NTS intermediario (NTSi), cLC, Hipotdlamo Dorsomedial (dHyp) e Hipotalamo
posterior (pHyp) (Tabela 1). Células dispersas ou individuais (0 — 1) foram encontradas na
Area Perifornical (PA). Baseado na marcacio retrograda foi possivel constatar a existéncia de

neurdnios que se projetam do LC para areas ndo quimiossensiveis, incluindo o Trato Espinhal
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Trigeminal (sp5; Figura 4A), Nucleo Vestibular Medial, porcéo parvicelular (MVePC; Figura

4B), e Trato Piramidal (Py; Figura 4C).

Bregma -13.80 Bregma-11.30

. / Y
MVePC "'\

CVL

s
Bregma-7.80

Figura 4: Desenhos esquematicos de quatro slices diferentes, mostrando os pontos vermelhos (rodamina) nos
neurbnios retrogradamente marcados em diferentes regides. Os ratos neonatos receberam microinjecbes de
rodamina no LC. Os desenhos esquematicos foram feitos a partir do atlas de Paxinos e Watson (1997). Cada ponto
representa uma area vermelha distinta da fluorescéncia de rodamina. Amb / RVL / CVL: nlcleo ambiguo / nlcleo
reticular rostroventrolateral / ndcleo reticular caudoventrolateral; AP: area postrema; cNTS (im): nucleo do trato
solitario caudal parte intermediéaria; 10: oliva inferior; LC: locus coeruleus; MVePC: ntcleo vestibular medial,
parte parvicellular; PAG: substancia cinzenta periaquedutal, PB: nlcleo parabraquial; Py: trato piramidal; RTN:
nlcleo retrotrapezoide; sp5: via trigeminal espinhal.
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Figura 5: Desenhos esquematicos de quatro slices diferentes, mostrando os pontos vermelhos (rodamina) nos
neurbnios retrogradamente marcados em diferentes regides. Os ratos neonatos receberam microinjecdes de
rodamina no cNTS. Os desenhos esquematicos foram feitos a partir do atlas de Paxinos e Watson (1997). Cada
ponto representa uma area vermelha distinta da fluorescéncia de rodamina. Amb / RVL / CVL: nlcleo ambiguo /
nicleo reticular rostroventrolateral / ndcleo reticular caudoventrolateral; AP: area postrema; B4: células de
serotonina B4; Botz: Botzinger; 10: oliva inferior; IRT: nucleo reticular intermediario; LC: locus coeruleus; Mo5:
nicleo motor trigeminal; NTS: nicleo do trato solitario; Py: trato piramidal; sp5: via trigeminal espinhal.

Para avaliar a especificidade da marcacao retrograda do LC (LC+) estudamos também o
numero de neurdnios retrogradamente marcados quando as injecdes foram consideradas
negativas (LC-), quando foram localizadas Peri-LC, e quando atingiu o cerebelo além do LC

(LC + Cereb) (Tabela 1).
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Quando os sitios de injecdes foram no LC + Cereb, o padrdo de marcacao retrograda foi
muito semelhante ao do grupo LC+, como esperado. Nos ratos em que as injecGes estavam
localizadas no Peri-LC, a marcacdo retrograda foi moderada, mas ainda estava presente na
maioria das regides. Em contraste, nos animais em que as inje¢fes foram localizadas fora do
LC (LC -) quase ndo houve marcacdo retrograda das regides examinadas. Nestes ratos, 0s sitios
de microinjecdo foram localizados nas seguintes regides: Nucleo Vestibular Medial, porcéo
magnocelular (MVeMC), Trato Trigeminal Espinhal Dorsomedial (DMsp5), Nucleo Motor

Trigeminal Parvicelular (P5), Nlcleo Reticular Parvicelular, porcéo alfa (PCRtA).

5.4. Marcacdao retrograda: projecGes aferentes para o cNTS

Tal como acontece com o LC, quando a rodamina foi injetada no cNTS observamos
marcacdo retrégrada nos neurbnios de varias regides, incluindo areas quimiossensiveis (Figura
5, Tabela 1). No total, a marcacéo retrograda proporcionada pelas inje¢cdes no cNTS foi inferior
a observada com injecBes no LC. Talvez isso possa ser devido ao tamanho da area de
microinjecdo do NTS ser menor que a do LC (comparar Figura 1 - painel superior com Figura 3
- painel superior). Regides contendo densidade elevada de rodamina (3) foram encontradas
apenas no NTSi (Tabela 1). Marcacdo moderada (1 — 2) foi observada na regido Amb / RVL /
CVL (Figura 5A), pre- Botz/Botz, RTN, MR, KF, PAG e hipotalamo lateral (IHyp) (Figuras
5A, 5B e 5D; Tabela 1). Células dispersas ou individuais (1, 0 — 1) foram encontrados no 7n,
DR, PB e pHyp (Tabela 1). Nao foi observada fluorescéncia na AP (Figura 5A). Nos ratos em
que as injecOes de rodamina estavam fora do cNTS (NTS -) a marcacdo retrogrado foi quase

inexistente quando comparada com inje¢fes no NTS (NTS +).
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Tabela 1: Nimero de neurdnios retrogradamente marcados em varias regides quando injetada rodamina no LC e
CNTS. “—” indica diferentes niveis de marcacdo entre ratos diferentes. Em geral, foram marcados regides de trés
ratos. Um simbolo em negrito indica que duas das fatias analisadas mostraram a mesma quantidade de marcacao.
"[ 1" : apenas dois ratos analizados. ND: ndo determinado. 0: 0-1 neurdnio marcado / 1: 2-5 neurdnios marcados /
2: 6-10 neurdnios marcados / 3: >10 neurdnios marcados.

Numero de neurdnios retrogradamente marcados em varias regides quando injetada
rodaminano LC e cNTS

LC" LC+Cereb | Peri-LC | LC- | ctNTS" | cNTS-
1) DIENCEFALO
Hipotalamo
Dorsomedial 2 1 -2 0—2 0 2 0—1
Lateral 2 23 1 0—1 2 0—1
Area Perifornical 01 0—-1 0—1 0 0 0
Posterior 1-2 1-3 0—2 0 1 0—-1
I1) MESENCEFALO
PAG [3] [2 — 3] [2 — 3] 0 1 -2 1
I11) PONTE
Rafe Dorsal 12 1 0—1 0 1 0
LCoucLC 1—3 2—3 152 0 1-2 0—-1
Ndcleo Parabraquial 3 23 3 0—-2| 01 0
Kolliker-Fuse [3] 2 [1— 2] 0 2 0
V) BULBO
Amb/RVL/CVL 2 2 2 0 12 1
Area Postrema 12 1 01 0 ND ND
Botz/Pre-Botz 2 1 1 0 1—>2 0
NTSc 2—3 3 1—-3 0 ND ND
Facial 2 1-2 1 -2 0 1 0—-1
NTSi 2 1-2 2 0 3 0—-1
10 1—3 2 1 0—-1 1 0—1
LRtPC/LRt 3 2—3 1 0 1—>2 0
Rafe Bulbar [2 — 3] [2 — 3] 2—3 0 1-2 0—1
py 2—3 2 1 -2 0—1 1-2 0—2
Nucleo Retrotrapezoide 2—-3 3 1 -2 0—1 2 0
sp5 2 1—-2 1—-2 1—-2 1—2 1—-2
SpVe/Mve 1 1—2 1 0—1 1-3 0—-1
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5.5. Marcacdo retrograda e Lucifer Yellow

Para determinar se as regides marcadas mencionadas acima pertenciam de fato aos
neurdnios retrogradamente rotulados, foi realizada microscopia confocal em alguns slices.
Estas regides marcadas revelaram corpos celulares neuronais que continham os grénulos de
rodamina (fluorescéncia vermelha) no citoplasma em torno do nucleo (Figura 6), conforme
esperado para o corante que age retrogradamente.

Apos a injecdo de rodamina no LC, varios destes neurdnios marcados foram visiveis no
cNTS (Figuras 6A e 6B). Neurbnios marcados também foram observados na regido do RTN
(Figura 6C, seta branca) e na PAG (Figura 6D, seta branca), onde é possivel observarmos
marcagao tanto no soma (setas brancas) quanto nos processos axonais (setas azuis) (Figura 6D).

Da mesma forma, quando a rodamina foi injetada no cNTS foi possivel identificarmos
corpos celulares neuronais corados no LC (Figuras 6E e 6F, setas brancas) e processos axonais

(Figura 6F, setas azuis).

114



Aferéncias para LC Aferéncias para NTS

Figura 6: Imagens confocais de neurdnios marcados retrogradamente apés a injecdo de rodamina no LC (A, B, C,
D) ou no cNTS (E, F). A, B: corpos celulares neuronais do cNTS marcados com esferas de rodamina
(fluorescéncia vermelha, setas brancas), indicando que os neurdnios dos cNTS tém projecGes aferentes para o LC.
Nota-se multiplos pontos de rodamina em cada soma indicando forte marcacdo retrégrada. C: Um corpo celular
neuronal a partir da drea do RTN marcado com rodamina (fluorescéncia vermelha, seta branca). Notar multiplas
marcacles de rodamina no soma. D: corpos celulares neuronais da PAG marcados com rodamina (fluorescéncia
vermelha, setas brancas), indicando que os neurénios da PAG tém projecdes aferentes para o LC. Notar multiplos
pontos de rodamina em cada soma. Observa-se também a presenca de granulos de rodamina num processo axonal
(setas azuis). E, F: corpos celulares neuronais do LC marcados retrogradamente com rodamina (fluorescéncia
vermelha) (setas brancas), indicando que os neurdnios do LC tem projecOes aferentes para o cNTS. Notar
maltiplos pontos de rodamina em cada soma indicando forte marcacéo retrégrada. Além disso, observa-se também
a presenca de granulos de rodamina em processos axonais (setas azuis, Figura F). PAG: substancia cinzenta
periaquedutal, RTN: nicleo retrotrapezoide. A barra de calibracdo em cada imagem representa 50 pm.
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Estes corpos celulares contendo rodamina foram visiveis sob microscopia de
epifluorescéncia durante nossos estudos de eletrofisiologia e foram investigados através da
técnica do patch-clamp. Para garantir que um neurdnio investigado na eletrofisiologia era de
fato um neurdénio retrogradamente marcado, nds carregamos a pipeta de patch com LY para ser
injetado no neurénio no fim da eletrofisiologia (Figura 7). Ao final dos experimentos esses
slices foram fixados para posteriormente serem analisados pela microscopia confocal.

A figura 7 mostra no painel superior os neurdnios do cNTS retrogradamente marcados
(rodamina injetada no LC). Esta mesma imagem mostra um neurénio carregado com rodamina
e LY (fluorescéncia verde, seta branca). Ainda nesta imagem, vemos um neurénio marcado
com rodamina, mas que foi negativo para LY (Figura 7, seta azul). O neur6nio indicado pela
seta branca € um neurbnio retrogradamente marcado do cNTS que foi estudado
eletrofisiologicamente e depois marcado com LY.

No painel inferior vemos um neurénio do LC retrogradamente marcado (fluorescéncia
vermelha, seta branca) quando a rodamina foi injetada no cNTS (Figura 6). Apds o
experimento de eletrofisiologia usando configuracdo “loose-patch” foi possivel estabelecer a
configuragdo “whole-cell” permitindo dessa forma que o LY fosse injetado no neurénio. O
neurdnio foi danificado por este Gltimo procedimento, mas pode-se observar a confluéncia do
neurdnio retrogradamente marcado e carregado com LY (Figura 7, painel inferior, setas
brancas), mais uma vez indicando que o neur6nio que estudamos electrofisiologicamente era

um neurdnio retrogradamente marcado.
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NEURONIO DO NTSc

Rodamina Rodamina + LY

7

NEURONIO DO LC

Rodamina Rodamina + LY

i

Figura 7: Painel superior: neurdnios do cNTS que foram retrogradamente marcados com rodamina injetados no
LC. No painel da esquerda é indicado um corpo celular neuronal do ctNTS com numerosos granulos de rodamina
(seta branca). Este neurdnio foi analisado eletrofisiologicamente e depois carregado com Lucifer Yellow (LY). No
painel da direita, 0 mesmo neurdnio visto no painel esquerdo mostrando a marcacdo do LY (fluorescéncia verde),
com varios pontos amarelos que indicam a sobreposi¢do dos rodamina visto no painel a esquerda (seta branca).
Observa-se um neurdnio marcado com rodamina, mas ndo com LY (seta azul). Painel inferior: a esquerda temos
um neurénio do LC que foi marcado com rodamina (seta branca) injetada no cNTS. Este neur6nio foi analizado
eletrofisiologicamente e depois carregado LY, mas no final do registro de patch-clamp, o neurdnio foi danificado
(a direita, seta branca). Mesmo assim, fica claro que o neurdnio carregado com LY estd no mesmo local que o
neurénio marcado com rodamina no painel da esquerda. A barra de calibracdo em cada imagem representa 50 pm.

5.6. Eletrofisiologia
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A frequéncia de disparo em resposta a hipercapnia foi medida através da configuracao
“whole-cell” patch-clamp nos neurénios do cNTS marcados com rodamina, quando esta foi
injetada no LC (Figura 8), e nos neurénios do LC marcados com rodamina injetada no cNTS
(Figura 9).

A fim de estudar a quimiossensibilidade de neurdnios com projecGes para as areas
envolvidas no controlo respiratorio, a frequéncia de disparo em resposta a perfusdo com aCSF
hipercapnico foi medida em cinco neurdnios dos cNTS contendo fluorescéncia a partir de
microinjecdes de rodamina feitas no LC (Figura 7, painel superior). Em quatro dos cinco
neurdnios estudados, a exposicdo a hipercapnia causou uma despolarizagdo e um aumento da
taxa de disparo (Figura 8A1 e 8A2), enquanto que o quinto neurdnio sofreu hiperpolarizacao na
presenca de hipercapnia. O aumento na taxa de disparo dos quatro neurdnios do cNTS em
resposta a hipercapnia foi mantida na presenca de solucdo SNB (Figura 8B1 e 8B2), indicando

que neurdnios do cNTS que se projetam para o LC sdo intrinsecamente quimiossensiveis.
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Figura 8: Resposta & hipercapnia (configuragdo whole-cell/current clamp) de um neurdnio do cNTS contendo
rodamina (microinjecdo feita no LC). Al: frequéncia de disparo em resposta a hipercapnia (15% CO,), na
presenca de aCSF. A2: A taxa de disparo integrada (potenciais de acdo por 10 segundos) em normocapnia (5%
COy,) e hipercapnia (15% CO,). B1: frequéncia de disparo em resposta a hipercapnia (15% CO,), na presenga de
bloqueio sinaptico (SNB). B2: A taxa de disparo integrada (potenciais de acdo por 10 segundos) em normocapnia
(5% CO,) e hipercapnia (15% CO,) em SNB. Nota-se que hipercapnia aumentou reversivelmente a taxa de disparo
do neurdnio do cNTS que se projeta para o LC, mesmo na presenca de uma solugéo de SNB.
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A frequéncia de disparo em resposta a perfusdo com aCSF hipercapnico também foi
medida em trés neurdnios do LC contendo fluorescéncia quando foi injetada rodamina no
cNTS (Figura 7, painel inferior). A frequéncia de disparo nestes neurdnios foi estudada
utilizando a configuragdo “loose-patch” (Figura 9). Em dois dos trés neuronios, a exposi¢ao a
hipercapnia resultou num decréscimo reversivel na taxa de disparo (Figura 9A1 e 9A2). Em
relacdo ao terceiro neurdnio, a taxa de disparo néo foi alterada pela hipercapnia. Na presenca de
SNB, a inibicdo provocada pela hipercapnia foi mantida, o que sugere que estes neurdnios do
LC também sdo intrinsecamente sensiveis ao CO, (Figura 9A1 e 9A2). Assim, a maioria dos
neurdnios do ctNTS com projecdes para o LC foram estimulados pela hipercapnia, enquanto a

maioria dos neurdnios do LC com projecdes para 0os cNTS foram inibidos.
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Figura 9: Resposta a hipercapnia (configuragdo loose-cell/voltage clamp) de um neurbnio do LC contendo
rodamina (microinjecdo feita no cNTS). Al: frequéncia de disparo em resposta a hipercapnia (15% CO,), na
presenca de aCSF. A2: A taxa de disparo integrada (potenciais de acdo por 10 segundos) em normocapnia (5%
COy,) e hipercapnia (15% CO,). B1: frequéncia de disparo em resposta a hipercapnia (15% CO,), na presenga de
bloqueio sinaptico (SNB). B2: A taxa de disparo integrada (potenciais de acdo por 10 segundos) em normocapnia
(5% CO,) e hipercapnia (15% CO,) em SNB. Nota-se que hipercapnia diminuiu reversivelmente a taxa de disparo
do neurdnio do LC que se projeta para 0 ctNTS, mesmo na presenca de uma solugdo de SNB.
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5.7. Interconexdes entre as regides encefalicas quimiossensiveis

A Figura 10 mostra uma representacao esquematica de interconexdes entre as supostas
regides quimiossensiveis do encéfalo, com base na marcacao retrograda. Essas regifes sdo:
MR, RTN, PAG, KF, Botz/Pre-Botz, RVL, NTSi e cLC com projecdes potenciais para 0s
CNTS (setas azuis) ou para LC (setas vermelhas). As setas grossas indicam maior quantidade de
neurdnios interligando as regifes e as setas finas indicam menor quantidade de neurbnios
participando das conexdes entre as regides envolvidas (com base na Tabela 1).

Com base em nossos estudos eletrofisiologicos, a maioria dos neurbnios que se
projetam do cNTS para LC foram estimulados por hipercapnia, por isso, inferimos que
possivelmente essas projecdes sdo excitatorias (+?). A maior parte dos neurdbnios que se
projetam do LC para cNTS foram inibidos por hipercapnia por isso supomos que essas
projecdes possam ser inibitorias (-?). A partir desta figura fica claro que existem inlmeras
interconexdes entre as varias regides quimiossensiveis centrais e pelo menos em algumas destas

interconexdes transitam informacgdes quimiosssensiveis.
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Figura 10: Representacdo esquematica das interconexdes entre as supostas regifes quimiossensiveis do tronco
encefalico, com base em nossos dados de marcagdo retrograda. As setas vermelhas indicam projecBes aferentes
para o LC, enquanto setas azuis representam projecdes aferentes para o cNTS. Setas grossas indicam forte
marcacdo retrdgrada e portanto, mais neurdnios se projetando. Setas finas representam rotulagem mais fraca e
portanto, menos neurdnios se projetando. O "?" com as setas vermelhas vindas do RTN e do Pre-Bétz/RVL indica
que essas conexOes descritas na literatura em adultos conflitam com os dados publicados e sdo, portanto,
questionaveis. A seta azul ligando o LC ao cNTS estd marcado com um "-?" indicando que esta ligacdo pode ser
inibitéria (com base nos dados de eletrofisiologia), mas que esta conexdo é incerta e ndo sabemos sobre o
neurotransmissor predominante nestes neurdnios. A seta vermelha ligando o ctNTS ao LC estd marcado com um
"+?" para indicar que esta ligacdo pode ser excitatoria (com base nos dados de eletrofisiologia), mas que esta
conexdo é incerta bem como o neurotransmissor envolvido. ctNTS: nucleo do trato solitario caudal, perto da area
postrema; LC contralateral: locus coeruleus, no lado oposto do sitio da injecdo; LC: locus coeruleus; PAG:
substancia cinzenta periaquedutal; RTN: ndcleo retrotrapezéide; Botz: Botzinger, pré- Botz: pré-Botzinger; RVL:
nacleo reticular rostroventrolateral.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo foram utilizados ratos neonatos para investigarmos as projecdes aferentes
de vaérias regides encefalicas para duas regides do tronco encefalico envolvidas na
quimiorrecepcdo central, o LC e 0 cNTS (Nattie & Li, 2009; Nattie, 2011). Os resultados do
presente estudo demontraram a existéncia de interconexdes neurais entre varias regioes
supostamente quimiossensiveis centrais e que 0s neurdnios que interligam o ctNTS e o LC séo
capazes de transportar informacbes quimiossenssiveis, indicando ainda, que a rede
quimiossensivel central é tanto anatomicamente quanto funcionalmente complexa, mesmo em

neonatos .

ProjecOes aferentes parao LC

Com base em nossos resultados (Figura 4 e Tabela 1), os neurbnios do LC em ratos
neonatos parecem receber projecdes aferentes de varias regides envolvidas no controle
cardiorrespiratdrio e auténomico, incluindo cNTS, RTN, PAG, MR, KF e PB, Amb / RVL /
CVL, Pre-Botz/Botz, DR, NTSi, cLC, dHyp e pHyp. Nossos resultados em neonatos, em geral,
corroboram com o estudo prévio de Cedarbaum & Aghajanian (1978) em ratos adultos com
“horseradish peroxidase” (HRP) injetado no LC. Estes autores mostraram um padrdo de
marcacgdo retrograda similar aos nossos achados em relacdo ao hipotdlamo, DR, PB e NTS.
Estudos anatémicos anteriores com ratos adultos descreveram conexdes aferentes para o LC
provenientes de neurénios do DR (Conrad et al., 1974; Bobillier et al., 1976; Luppi et al.,

1995), MR (Sim & Joseph, 1992), 7n (Lee et al., 2009), PAG (Ennis et al., 1991; Van
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Bockstaele & Aston-Jones, 1992; Luppi et al., 1995; Odeh & Antal, 2001; Lee et al., 2005),
NTS (Van Bockstaele & Aston-Jones, 1992; Van Bockstaele et al., 1999), areas do hipotalamo
(Conrad & Pfaff, 1976 a,b; Saper et al., 1976; Swanson, 1976, 1977; Swanson & Cowan, 1977;
Luppi et al., 1995; Lee et al., 2005; Reyes et al., 2005), KF e PB (Luppi et al, 1995). Estes
resultados indicam que as projecdes de neurbnios aferentes para o LC em ratos neonatos e
adultos sdo semelhantes e envolvem numerosas regifes supostamente envolvidas na rede
quimiossensivel central.

Entretanto, devemos ter cuidado ao inferir sobre projecfes aferentes vindas de areas
relativamente pequenas, altamente localizadas, como por exemplo, o RTN. Esse nucleo
envolve uma regido bastante localizada de neurdnios quimiossensiveis proximo ao Nucleo
Facial (Mulkey et al., 2004). Enquanto n6s observamos marcacdo retrégrada proxima ao
Nucleo Facial, outro trabalho (Rosin et al., 2006) contradiz a nossa conclusdo de que o RTN
projeta neurdnios para o LC. Esses autores utilizaram marcacdo anterdgrada de neurénios do
RTN e encontraram alguns neur6nios marcados na area sub-coerulear, mas concluiram que os
neurdnios do RTN néo se projetam para a LC, no entanto esse estudo foi realizado em ratos
adultos. Desta forma, por precaucdo nos optamos em usar o simbolo "?" na Figura 10 em
relacdo a algumas interagfes. Outra &rea é a pequena regido do pre-Botz/Botz (sdo estudadas de
forma conjunta, pois ndo é possivel separar seus limites) onde estudos de marcagdo anterograda
também em ratos adultos ndo indicaram projecdes para o LC (Ellenberger & Feldman, 1994).
Uma possibilidade € que as projecdes dessas regides para o LC existam apenas em neonatos, e
ndo em adultos, mas tal concluséo necessita de estudos mais aprofundados.

E bem conhecido que os dendritos de neurénios do LC se ramificam fortemente e
seletivamente na regido pericoerulear rostromedial (Aston-Jones et al., 1991; Van Bockstaele et

al., 2001). As inervagOes dos dendritos em areas peri-LC pode exercer uma influéncia
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significativa sobre a atividade dos neurdnios do LC, pois alguns estudos tém mostrado que 0s
axonios de neurénios do LC interagem diretamente por meio de juncdes elétricas (Williams et
al., 1991; Huang et al., 1997; Dean et al., 1997; Veznedaroglu et al., 1998). Isso poderia
explicar por que o grupo Peri-LC apresentou um padrdo de marcacdo retrograda semelhante ao
grupo LC+ (Tabela 1). Contudo, independentemente disso, esta claro que o LC esta recebendo
informacdes aferentes consideraveis de regides envolvidas na rede quimiossensivel central, o
que poderia explicar a capacidade das terminacdes nervosas serotoninérgicas (talvez da Rafe)
modular a atividade de neurdnios do LC (Cedarbaum & Aghajanian, 1978; Van Bockstaele,
2000) e isso € consistente com o fato dos neurénios do LC exibirem um nivel de atividade que

é modulada pela frequéncia respiratéria (Oyamada et al., 1998).

ProjecOes aferentes para o cNTS

Quando rodamina foi injetada no cNTS, o padrdo de marcacdo retrograda do tronco
encefalico foi menor e mais dificil de identificar em comparacdo com o grupo de animais com
injecBes no LC (Tabela 1). Da mesma forma que o LC, os neurdnios do cNTS de neonatos
parecem receber projecOes aferentes de varias regides envolvidas no controle
cardiorrespiratorio e autondmico (Figura 5 e Tabela 1), incluindo: Amb / RVL / CVL, Botz,
dHyp / IHyp, cLC / LC , MR, PAG e RTN. Nossos resultados nos ratos neonatos estdo de
acordo com inimeros estudos em ratos adultos. Neste contexto, projecdes aferentes para cCNTS
tém sido observadas a partir do grupo respiratdrio ventral bulbar e especificamente vindas do
RVL, pre-Botz/Botz (Alheid et al., 2011).

Finalmente, projecGes do Hyp para cNTS também ja foram demonstradas (Van der

Kooy et al., 1984). Estes resultados estdo de acordo com nosso resultado, sugerindo que (como
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a maioria que ocorre com o LC) as projecOes para o0 cNTS em neonatos e adultos sdo
semelhantes. O grupo cNTS- mostrou pouca ou nenhuma marcacéo retrégrada comparado com
0 grupo NTS+ (Tabela 1), o que mostra a especificidade das projecGes aferentes para o CNTS.
As inumeras projecfes do grupo respiratério ventral bulbar, incluindo Amb / RVL /
CVL, Botz, pre-Botz, bem como o RTN sugerem fortemente que os cNTS esta intimamente
relacionado com o controle respiratorio. O cNTS foi sugerido ser um local para integracdo do
sistema respiratorio/cardiovascular/gastroesofagico que trabalham juntos para eliminar o CO;
durante a acidose respiratoria aguda e crbnica com intuito de restaurar a homeostase

hidrogeniénica (Dean & Putnam, 2010).

Conexodes funcionais entre o cNTS e LC

No presente estudo demonstramos conexfes anatbmicas entre as varias regides do
tronco encefélico, que se acredita ser uma parte da rede quimiossensivel central. Uma vez que
estas regides estdo envolvidas em mais do que apenas o controle da respiracdo, € provavel que
essas conexfes sejam também importantes para outras funcbes além da respiratoria. Por
exemplo, € bem conhecido que o controle respiratério é estado-dependente, mudando durante o
sono ou anestesia (Nattie, 2001; Kuwaki et al., 2010) e este controle depende dos neurbnios
orexinérgicos localizados no hipotalamo (incluindo IHyp, dHyp) e AP (Kuwaki et al., 2010).

No presente trabalho demonstramos que os neurdnios destas regides se projetam para o
cNTS e 0 LC (Tabela 1). Assim, é possivel que algumas das projecdes aferentes do hipotalamo
para cNTS e LC sejam procedentes de neurdnios orexinérgicos que participam do controle

estado-dependente da respiragao.
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Nossa hipotese € que algumas das conexdes aferentes entre as regides quimiossensiveis
do tronco encefalico levam informacdes diretamente de uma area para outra. A resposta
ventilatoria a hipercapnia é amplamente mediada pelos neurénios sensiveis ao CO; no tronco
encefalico, conhecidos como neur6nios quimiossensiveis centrais (Coates et al., 1993; Nattie,
2001; Scheid et al., 2001; Putnam et al., 2004; Ritucci et al., 2005).

No presente estudo, para verificar se um neurdnio foi quimiossensivel, testamos se a
taxa de disparo do neurénio foi alterada pela exposicao a alta concentracdo de CO,/H+ (Figura
8A1, 8A2). Adicionalmente, testamos se 0s neurdnios quimiossensiveis eram intrinsecamente
sensiveis a alteraces de CO,/H+, expondo 0s neurbnios a niveis alterados de CO,/H+ na
presenca de SNB (Figura 8B1, 8B2).

A fim de otimizar nossas chances de detectar um neurénio quimiossensivel, o0s
neurdnios foram expostos a solucbes hipercapnicas de 15% de CO,. Nossos resultados
demonstram que os neurénios que se projetam do cNTS para o0 LC e do LC para 0 ctNTS
tiveram suas taxas de disparo alteradas na presenca de acidose hipercapnica e essa alteracao
persistiu na presenca do SNB. No entanto, verificou-se que estes neurdnios também respondem
com taxas de disparo alteradas a hipercapnia com CO; a 10% e até mesmo a 7% (Dean, et al.,
1990; Ritucci et al., 2005), a partir de uma condicdo basal de 5% de CO,. Além disso, estas
respostas que se mostraram intrinsecas na presenca de SNB ndo alteraram a porcentagem de
neurdnios que respondem a hipercapnia, nem a magnitude da resposta dos neurénios do NTSc
(Conrad et al., 2009) ou do LC (Nichols et al., 2008).

Em recém-nascidos mais velhos, 45-50% dos neurdnios do cNTS aumentam suas taxas
de disparo a acidose hipercapnica, enquanto que apenas 5-10% tém as taxas de disparo inibidas

pela acidose hipercapnica (Conrad et al., 2009).
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Em relacdo aos neurdnios do LC, cerca de 20-40% dos neurbnios tém taxas de disparo
aumentadas pela acidose hipercapnica (Nichols et al., 2008; Gargaglioni et al., 2010), sem
neurdnios inibidos pela acidose hipercapnica.

Dadas as percentagens acima, nossos achados sdo surpreendentes. De cinco neurénios
do cNTS que tém projecdes aferentes para o LC, quatro exibiram aumento nas taxas de disparo
hipercapnia. Estes resultados sugerem que uma alta porcentagem de neur6nios do cNTS que
tém projecOes aferentes para o LC sdo intrinsecamente quimiossensiveis.

Ainda mais surpreendente, dois dos trés neurénios do LC com projecdes aferentes para
0 cNTS, foram inibidos por hipercapnia. De forma interessante, ocasionalmente séo
encontrados neurénios do LC que ja sdo inibidos por acidose hipercapnica, mas o percentual é
tdo baixo que esses neurdnios nunca foram relatados. Assim, a nossa constatacdo de que dois
dos trés neurbnios que se projetam para o cNTS vindos do LC foram inibidos por acidose
hipercapnica sugere que neurdnios altamente especializados do LC sdo os Unicos com
projecdes aferentes ao CNTS. No momento, ndo sabemos a natureza desses neurdnios.

Com base nestas medidas funcionais, n0s supomos gue uma vez expostos a hipercapnia,
0s neurodnios estudados do cNTS fornecem informagdes excitatorias para o LC (“+?”, Figura
9), enquanto que os neurdnios do LC fornecem informacdes inibitorios para o cNTS (“-?7,
Figura 9). Estas conclus@es sdo baseadas no pressuposto de que os dois tipos de neurbénios que
estudamos tenham um fendtipo do neurotransmissor excitatorio e inibitorio, mas isto deve ser
confirmado experimentalmente. No entanto, € evidente que as ligacGes anatbmicas entre o
cNTS e o LC transportam informacdes funcionais sobre as alteracdes nos niveis de CO,/H+.
Isto foi recentemente confirmado em outra parte da rede respiratoria, onde 0s neurdnios do

cNTS que respondem a acidose exibiram projecdes para a coluna respiratoria ventral (Huda et

129



al., 2012). Assim, a troca de informacGes entre varias regides da rede quimiossensivel central

pode ser generalizada.

Significado e Conclusdes

A principal conclusdo deste estudo é que existem amplas conexdes anatdbmicas entre
diferentes regibes que mostram estar envolvidas na quimiossensibilidade central em ratos
neonatos. Esses achados estdo de acordo com outros estudos que sugerem amplas interligacGes
entre muitas destas regides em ratos adultos. Nossos resultados indicam claramente que estas
conexdes estdo presentes em ratos neonatos apos 7-10 dias e continuam provavelmente até 14-
20 dias apds o nascimento. Isto indica que a rede quimiossensivel central € uma rede complexa
desde o inicio do desenvolvimento. N&o resta duvida de que algumas das conexdes
anatdmicas aqui servem para modular a resposta quimiossensivel de neurbnios a partir de uma
determinada area. Um excelente exemplo de tal modulacdo € a capacidade que os neurbnios
serotonérgicos da Rafe possuem para alterar a sensibilidade dos neurdnios do RTN ao CO, (Li
et al., 2006; Dias et al., 2008) e também a taxa de disparo dos neurdnios do LC (Pickel et al.,
1977; Haddjeri et al., 1997). Outras conexdes anatbmicas dentro da rede quimiossensivel
definitivamente contribuem para o controle estado-dependente da respiracdo, como mostrado
com neurdnios orexinérgicos do hipotalamo (Kuwaki et al., 2010; Nattie & Li, 2012).

Os dados aqui apresentados (Figuras 8 e 9) e de outros estudos (Huda et al., 2012)
sugerem que ha tambeém a troca direta de informacdes entre as areas quimiossensiveis centrais
atraveés da extensa ligacdo anatbmica que observamos (Figura 10). Assim, a alteracdo da taxa
de disparo por acidose hipercapnica em neurénios quimiossensiveis de uma area pode resultar
diretamente na alteracdo na taxa de disparo de neurdnios de outras regibes quimiossensiveis.

NOs mostramos isso diretamente para os neurdnios vindos do cNTS para o LC (Figura 10).
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Estes dados podem oferecer uma visdo sobre alguns resultados ndo elucidados no
campo da quimiossensibilidade central. Em um estudo anterior (Coates et al., 1993), injec6es
focais de acetazolamida em varias regides centrais, entre elas, bulbo ventrolateral, NTSe LC,
promoveram aumento da atividade do nervo frénico (uma medida relacionada com o aumento
do ritmo respiratdrio). O interessante foi que em comparacdo com a atividade do nervo frénico
maxima integrada em resposta a altos niveis de CO, inspirados, muitos dos locais que
receberam as injecfes prévias aumentaram a atividade integrada do nervo frénico, cerca de
25% da resposta maxima de CO, inspirados, condi¢bes onde todos 0Ss neurdnios
quimiossensiveis seriam estimulados. Desse modo, a soma da resposta do nervo frénico para
todas as injecdes focais excedia em muito a resposta maxima a inspiracdo ao CO, (Coates et

al., 1993). Esta discrepancia levou os autores a especular que o "...sistema central
quimiorreceptor é concebido para produzir uma grande alteracdo na ventilacdo em resposta a
estimulacdo de uma pequena fracdo da populacdo de quimiorreceptores centrais..." (Coates et
al., 1993). Tal situacdo poderia surgir se a resposta quimiossensivel de uma area estiver sendo
compartilhada com areas quimiossensiveis adicionais.

Assim, com base em nossos dados, uma estimulacdo focal dos neurbnios
quimiossensiveis do ctNTS podem ativar o LC através de projecdes aferentes dos neurdnios e,
dessa forma, ampliar a resposta global a uma estimulacao focal.

A disposicdo da rede quimiossensivel também poderia ser responsavel por uma
discrepancia similar em estudos de ablacdo em determinadas regides quimiossensiveis. Por
exemplo, a ablagdo quimica dos neurénios do LC resultam em queda de 64% na resposta
ventilatoria a 7% CO; inspirado (Biancardi et al., 2008), enquanto que a inibicdo tanto da Rafe

bulbar caudal e do RTN reduziu a resposta ventilatoria & 7% CO;, em 51% (Li et al., 2006).

Tais porcentagens sdo consideradas altas para apenas uma regido ser responsavel por esses
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efeitos. Achados como estes sugerem que a rede quimiossensivel € um sistema interdependente
que consiste em um conjunto de regides quimiossensiveis (Nattie, 2011). Nossa descri¢do das
interligacGes funcionais de neurdnios quimiossensiveis entre 0s ctNTS e 0 LC sdo inteiramente
consistentes com o conceito de sistema interdependente.

Finalmente, nosso trabalho mostra varios desafios de pesquisa para o futuro. O maior
deles é descrever o fenotipo do neurotransmissor dos neurdnios aferentes que se projetam entre
as varias regifes quimiossensiveis e entdo determinar a porcentagem de neurdnios que sdo
moduladores (por exemplo, positiva para a serotonina ou orexina), excitatorios e inibitérios.
Muitos dados eletrofisiologicos precisam ser coletados para determinarmos a extensao nos
quais 0s neurdnios intrinsecamente quimiossensiveis se projetam para diferentes regides
qguimiossensiveis. Adicionalmente, essas investigacdes devem ser acompanhadas de estudos
imuno-histoquimicos para determinarmos quais neurotransmissores sao liberados por esses

neurdnios quimiossensiveis que se projetam.
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Abstract The periaqueductal gray (PAG) is a midbrain
structure directly involved in the modulation of defensive
behaviors. It has direct projections to several central nuclei
that are involved in cardiorespiratory control. Although
PAG stimulation is known to elicit respiratory responses,
the role of the PAG in the CO,-drive to breathe is still
unknown. The present study assessed the effect of chemical
lesion of the dorsolateral and dorsomedial and ventrolateral/
lateral PAG (dIPAG, dmPAG, and vPAG, respectively) on
cardiorespiratory and thermal responses to hypercapnia.
Ibotenic acid (IBO) or vehicle (PBS, Sham group) was
injected into the dIPAG, dmPAG, or vPAG of male Wistar
rats. Rats with lesions outside the dIPAG, dmPAG, or vPAG
were considered as negative controls (NC). Pulmonary ven-
tilation (VE), mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR),
and body temperature (Tb) were measured in unanesthetized
rats during normocapnia and hypercapnic exposure (5, 15,
30 min, 7 % CO,). IBO lesioning of the dIPAG/dmPAG caused
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31 % and 26.5 % reductions of the respiratory response to CO,
(1,094.3+115 mL/kg/min) compared with Sham (1,589.5+
88.1 mL/kg/min) and NC groups (1,488.2+47.7 mL/kg/min),
respectively. IBO lesioning of the VPAG caused 26.6 % and
21 % reductions of CO, hyperpnea (1,215.3+108.6 mL/kg/
min) compared with Sham (1,657.3+173.9 mL/kg/min) and
NC groups (1,537.6+59.3). Basal VE, MAP, HR, and Tb were
not affected by dIPAG, dmPAG, or vPAG lesioning. The
results suggest that dIPAG, dmPAG, and vPAG modulate
hypercapnic ventilatory responses in rats but do not affect
MAP, HR, or Tb regulation in resting conditions or during
hypercapnia.

Keywords Control of breathing - Hypercapnia -
Periaqueductal gray

Introduction

Respiration ensures the adequate supply of O, to tissue and
maintains CO, levels within a narrow range; both of which
are essential for the maintenance of life. CO, regulation is
dependent on chemical sensors located in the carotid body
(peripheral chemoreceptors) and the central nervous system
(central chemoreceptors) that are extremely sensitive to
small changes of CO,/H" [1, 38, 49]. A number of studies
have demonstrated that central chemoreceptors are found in
several areas, including the ventrolateral medulla, nucleus of
the solitary tract, the ventral respiratory group, the locus
coeruleus, the medullary raphe, and the cerebellar fastigial
nucleus [11, 17, 26, 28, 39, 40, 52, 54, 58, 63].

A strong connection between the respiratory system and
panic disorders has been widely demonstrated [34, 46].
Some patients with panic disorders exhibit greater CO,
chemosensitivity and show an increased hypercapnic
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ventilatory response compared to normal individuals [56].
In this context, Klein [46] proposed that spontaneous panic
attacks occur when the brain erroneously detects a lack of
air and triggers a suffocation alarm system.

Several brain structures that organize defensive behaviors
and control fear and anxiety have been implicated in the
functional neuroanatomy of panic disorders [29]. These
include the prefrontal cortex, amygdala, hippocampus, para-
hippocampal area, hypothalamus, thalamus, and periaque-
ductal gray matter (PAG) [29]. The PAG is a group of cells
organized into four longitudinal columns (dorsomedial, dor-
solateral, lateral, and ventrolateral) that surround the mes-
encephalic aqueduct [14]. It is well known that the PAG is
important for the regulation of critical basic behaviors, such
as cardiorespiratory control and thermoregulation [9, 55, 71,
74]. However, cardiorespiratory responses are different
depending on the particular area of the PAG that is stimu-
lated [14, 15, 74] because PAG subregions have different
immunohistochemical characteristics, receptor densities,
and connections [2, 3].

Electrical and chemical stimulation of the dorsal PAG
(dPAG) evoke significant increases in respiratory frequency
and tidal volume in cats and rats [8, 37, 43, 69, 70, 74]. This
region receives afferent projections and sends efferent pro-
jections to different motor, sensory, autonomic, and limbic
regions [5, 10, 12, 65, 68], indicating that the dPAG is
connected to multiple neural circuits responsible for physi-
ological modulations that are necessary for survival. While
dPAG activation increases blood pressure and heart rate
linked to fight-or-flight responses [3, 6, 14, 21], stimulation
of the ventrolateral PAG (VPAG) decreases blood pressure
and heart rate and results in immobility behavior [3, 6, 14,
53], suggesting opposite roles of the VPAG and dPAG in
autonomic and behavioral responses. Based on the consid-
erations described previously, the objective of the present
study was to test the hypothesis that the dorsolateral
(dIPAG), dorsomedial (dmPAG), and ventral columns of
the PAG differentially modulate respiratory, thermal, and
cardiovascular responses to CO,.

Methods
Animals

Experiments were performed on conscious adult male Wis-
tar rats weighing 250-300 g. The animals had free access to
water and food and were housed in a temperature-controlled
chamber at 24-26 °C (ALE 9902001; Alesco Ltda., Monte
Mor, SP, Brazil) with a 12:12 h light:dark cycle (lights on at
7:00 a.m.). The study was conducted in compliance with
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL) guidelines and was approved by the Sao Paulo
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State University Animal Care and Use Committee (Protocol:
020859/09).

Surgery

All surgical procedures were performed under anesthesia
with 100 mg/kg of ketamine+ 10 mg/kg of xylazine, admin-
istered intraperitoneally (I.P.). The head and a portion of the
abdomen were shaved, and the skin was sterilized with
betadine solution and alcohol.

For selective chemical lesions, rats were fixed to a ste-
reotaxic frame, and the rat stereotaxic atlas [60] was used to
determine the appropriate coordinates for the dIPAG/
dmPAG (antero-posterior=0; lateral=+1.9 mm from sagittal
suture; dorsoventral=-5.2 mm deep from the skull and 22°
of lateral inclination) and VPAG (antero-posterior=0; later-
al=+2.6 mm from sagittal suture, dorsoventral=-5.1 mm
deep from the skull and 18° of lateral inclination). A glass
micropipette tip was inserted into the PAG to inject ibotenic
acid (IBO; 0.5 ng/0.250 uL over 10 min, Sigma, St. Louis,
MO, USA). Sham-operated rats were injected with
phosphate-buffered saline (PBS, 0.250 uL over 10 min;
pH=7.4). The dose and IBO administration method were
chosen based on pilot experiments and previous studies [30,
32]. Pressure injections were performed with a pipette end
connected to polyethylene tubing attached to a Hamilton
microsyringe (5 puL), and administration was controlled with
an infusion pump (310 Stoelting, Wood Hale, IL, USA)
programmed to deliver a volume of 0.250 uL over a period
of 5 min. The pipette remained in position for another 5 min
before removal. Injected volumes were monitored by ob-
serving the movement of a small air bubble in the polyeth-
ylene tube. For body temperature (Tb) measurements, a
temperature datalogger (SubCue, Calgary, AB, Canada)
was implanted in the abdominal cavity through a midline
laparotomy. The datalogger was programmed to take a read-
ing every 5 min. Following the surgery, animals received
two doses of enrofloxacin (10 mg/kg, intramuscular) and
flunixin meglumine (2.5 mg/kg, subcutaneous) to prevent
infection and post-surgical discomfort, respectively. The first
dose was given at the end of the surgery, and the second was
administered 612 h later.

Determination of pulmonary ventilation

Measurements of pulmonary ventilation (Vg) were per-
formed using the whole body plethysmography method.
The flow rate of the inflow gas into the animal chamber
was controlled by a flowmeter (model 822-13-OV1-PV2-
V4, Sierra Instruments, Monterey, CA). Freely moving rats
were kept in a 5-L chamber ventilated with either room air
or a hypercapnic gas mixture containing 7 % CO, (White
Martins, Sertdozinho, Brazil). During Vg measurements, the
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flow was interrupted, and the chamber sealed for short
periods of time (~1 min); the pressure oscillations due to
respiration were monitored by a differential pressure trans-
ducer (TSD 160A, Biopac Systems, Santa Barbara, CA).
The signals were fed into a differential pressure signal
conditioner (DA 100C, Biopac Systems), passed through
an analog-to-digital converter, and digitized on a microcom-
puter equipped with data acquisition software (MP100A-
CE, Biopac Systems). The sampling frequency was 200
samples s . The results were analyzed using the data anal-
ysis software Acgknowledge (v3.8.1 data acquisition sys-
tem, Biopac Systems). Calibration for volume was obtained

Fig. 1 PAG lesion sites. a—d
Photomicrographs of transverse
sections of mesencephalon of
Wistar rats, showing
representative sites (large
arrows) of discrete
neurochemical lesions
performed inside (a and b) and
outside (¢ and d) the
dorsomedial columns of the
periaqueductal gray matter
(dmPAG) at cranial (a and b)
and caudal (c and d) levels.
Although the lesion illustrated
in ¢ and d was performed into
the intercollicular commissure,
the neurotoxin reached some
neurons of dmPAG destroying
only neuronal bodies of
dmPAG and causing local
edema (asterisks). Note a clear
rarefaction of neurons inside
and surrounding the
microinjection of the
neurotoxin in dmPAG, gliosis
(small arrows) with
preservation of fibers of
passage (arrow heads).
Coloration: Kluver-Barrera. 4g
cerebral aqueductus, IC
intercollicular commissure

during each experiment by injecting the animal chamber

with 1 mL of air.
Tidal volume (VT) was calculated with the appropriate
formula of Malan [51]:
PT T4

VI = VK X — X — X
PK TR

(PB — PC)
(PB—PC) — x (PB — PR)’

where PT is the pressure deflection associated with each VT,
PK is the pressure deflection associated with the calibration
volume (VK) injection, Tb is the body core temperature, TA
is the air temperature in the animal chamber, PB is the

@ Springer



Pflugers Arch - Eur J Physiol

barometric pressure, PR is the water vapor pressure at Tc,
PC is the vapor pressure of water vapor in the animal
chamber, and TR is the room temperature. VE and VT are
represented at the ambient barometric pressure, Tb, and
saturated with water vapor at this temperature (BTPS). Air
temperature in the animal chamber was monitored using a
datalogger (SubCue, Calgary, AB, Canada). According to
Malan [51], TR may be slightly lower than TA because of
the animal heating in the chamber. The PC (the water vapor
pressure in the animal chamber) was calculated indirectly by
using an appropriate table [62].

Measurements of arterial blood pressure and heart rate

One day before the experiments, a PE-10 connected to PE-50
catheter (Clay Adams, Parsippany, NJ) was inserted into the
abdominal aorta through the femoral artery under tribromoe-
thanol anesthesia for measurement of pulsatile arterial pres-
sure (PAP). The catheter was tunneled subcutaneously and
exteriorized through the back of the neck to be connected to
the pressure transducer under conscious, freely moving con-
ditions on the subsequent day. PAP was measured with a

Fig. 2 Representative ibotenic
acid lesions (dark areas)
depicted on modified drawings
of the brainstem, based on the
rat brain atlas (Paxinos and
Watson, 1997). Note that
lesions were situated either into 500
the dorsal (dPAG) (a) or ventral s
(VPAG) (b) columns of the

periaqueductal gray matter

(PAG). Numbers at the middle y

of the images indicate distance P
from bregma
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pressure transducer (TSD 104A, Biopac systems) connected
to an amplifier (DA 100 C, Biopac systems). Heart rate (HR)
and mean arterial pressure (MAP) were quantified from the
PAP records using the same system (MP100 ACE, Biopac
systems). After the surgery, the animals received one dose of
enrofloxacin and flunixin meglumine.

Determination of pH and blood gases

Arterial blood samples were obtained during normocapnia
and hypercapnia of a subset of the Sham and IBO groups via
the implanted arterial catheter. Two drops of blood were
sampled by a cartridge (EG7+) for immediate analysis of
arterial pH (pHa), arterial carbon dioxide partial pressure
(PaCQ,), arterial oxygen partial pressure (PaO,), and plas-
ma bicarbonate (HCO;") with a blood gas portable analyzer
i-STAT (i-STAT Analyzer, Abbott Laboratories, USA, NY).

Experimental protocol

Seven days after brain surgery, each animal was individually
placed in a plexiglass chamber (5 L) maintained at 25 °C

-6.84

-7.08 &)
-7.32 =
-7.68 -
-7.92 BT
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and allowed to move freely while the chamber was flushed
with humidified air. Baseline VE and PAP were measured
after the animals acclimated to the environment (~30 min).
Next, the hypercapnic gas mixture (7 % CO, in air) was
flushed through the chamber for 30 min, and the VE and
PAP were measured at 5, 15, and 30 min during hypercap-
nia. The percentage of CO, and the exposure time were
chosen based on pilot experiments and previous studies
[11, 30].

Assessment of IBO chemical lesion placement
and effectiveness

At the end of the experiments, animals were deeply anes-
thetized with an overdose of ketamine (100 mg/kg) and
xylazine (10 mg/kg) and rapidly intracardially perfused with
60 mL of PBS followed by 60 mL of 10 % formaldehyde
solution. Then, the animals were beheaded, and the brains
were removed and immersed in 10 % formaldehyde solu-
tion. After fixation, 30-mm sections that encompassed the
PAG were cut on a microtome (Leica). The sections were
processed using the Nissl method of cresyl violet of stain-
ing. Microscopic analysis of the location and extent of
lesions were performed with a light motorized photomicro-
scope (Axiolmager Z1, Zeiss, Germany), and sections
revealed gliosis at the sites of ibotenic acid injections. Only
rats with verifiable PAG microinjections were included in
our analyses. These sections contained gliosis in the dIPAG/
dmPAG or vPAG (as appropriate), with moderate edema
surrounding many damaged neuronal perikarya and
pyknotic nuclei. Rats in which the lesions were located
outside the dIPAG/dmPAG or vPAG were considered as
negative controls (NC). Most of the NC lesions were located
in superficial layers of the superior colliculus.

To histochemically assess neurochemical lesion charac-
teristics, the brains were sectioned, and the slices were
mounted on glass slides coated with chrome alum gelatin
to prevent detachment and stained using the Kluver—Barrera
method [32] to qualitatively assess the intensity of perikarya
damage with preservation of neuronal fibers [32]. Large
lesions into the PAG reached other midbrain structures, such
as the deep layers of the superior colliculus of deep mesen-
cephalon, and these data were removed from the statistical
analysis. More discrete lesions were only located in the
periaqueductal gray matter. Images were captured, and anal-
yses were performed using a computerized image analysis
system (U.S. National Institutes of Health System, Image J,
available at http://www.rsb.info.nih.gov/nih-image/).

Data processing and analysis

We used 58 animals in this study: 30 for the dIPAG/dmPAG
protocol (11 for Sham, 10 for IBO, and 9 for negative control)

Table 1 Percentage of lesioned area in dPAG and vPAG. The values
are expressed in area (mm) and compared with total area of PAG

PAG region Lesioned area Total area % of
(mm) (mm) lesion

Dorsal (n=10) 75+1.6 1,824+24.7 43 %

Ventral (n=10) 82+1.2 3,112+31.1 2.5

and 28 animals for ventral PAG protocol (11 for Sham, 10 for
IBO, and 7 for NC). The results are reported as the mean+

-#- Hypercapnia - Dorsal PAG - Sham (n=11)
-8~ Hypercapnia - Dorsal PAG - IBO (n=10)
-« Hypercapnia - Dorsal PAG - Negative control (n=9)
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Fig. 3 Ventilation (Vg), tidal volume (VT), and respiratory frequency
(fR) of hypercapnic rats (7 % CO,). Values are expressed as mean+
SEM. * indicates a significant difference between lesioned animals
(ibotenic acid) and Sham (PBS) in the dIPAG/dmPAG (p<0.05; Tukey
post hoc test). Values are expressed as mean+SEM. # indicates a
significant difference between lesioned animals (ibotenic acid) and
negative control in the dIPAG/dmPAG (p<0.05; Tukey’s post hoc test)

@ Springer



Pflugers Arch - Eur J Physiol

SEM. Two-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey's post hoc tests was performed to determine significant
differences among the Sham, lesioned, and NC groups. Differ-
ences were considered to be statistically significant at p<0.05,
and all statistical analyses were performed using SigmaStat
(v3.5, Systat Software Inc, San Jose, CA).

Results

During the experiments, the mean chamber temperature was
25.6%0.2 °C (mean+SEM), and the mean room temperature
was 24.74+0.2 °C (mean+SEM).

Histology

Representative photomicrographs of the chemical lesions

are shown in Fig. la—d. In the ibotenic acid group, it is
possible to identify neuronal body rarefaction, edema, and

a
-®- Hypercapnia - Dorsal PAG - Sham (n=10)
-8~ Hypercapnia - Dorsal PAG - IBO (n=6)
200+ -4 Hypercapnia - Dorsal PAG - Negative control (n=6)
T
D 150
£
E
o —— ——
<Et 100 T
50 7% CO,
r T T T T 1
30 15 0 15 30 45
500
# #
* * #
,F" *
[=
E_ 400+
2
© —
(1] —
2
o
T 3001
7% CO,
200-
r T T T T 1
-30 -15 0 15 30 45
Time (min)

Fig. 4 a Mean arterial blood pressure and heart rate of rats during
hypercapnia. * indicates a significant difference between negative
control and lesioned animals in the dIPAG/dmPAG (p<0.05; Tukey's
post hoc test). # indicates a significant difference between negative
control and Sham group (PBS) in the dPAG (p<0.05; Tukey's post hoc
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gliosis in damaged areas as well as fiber preservation. Dia-
grams of transverse sections of the brainstem show that
lesions in dIPAG/dmPAG (Fig. 2a) and vPAG (Fig. 2b)
extended approximately 1,080 um rostrocaudally.

The average calculated area of the dIPAG/dmPAG in rats
was 1,824+24.7 mm; 75+1.6 mm (4.3 %) of the dIPAG/
dmPAG was damaged by ibotenic acid injections (Table 1).
As to VPAG, the average calculated area was 3,112+
31.1 mm, and 82+1.2 mm (2.5 %) of the VPAG was
lesioned (Table 1).

Effect of dIPAG/dmPAG chemical lesion on VE, MAP, HR,
and Tb

Figure 3 shows the effects of IBO lesion of the dIPAG/dmPAG
on ventilation parameters. Under normocapnic conditions,
there were no significant differences in VE. Hypercapnia
increased pulmonary ventilation in all groups (p<0.001,
ANOVA), which resulted from increases of breathing frequency

b
-#- Hypercapnia - Dorsal PAG - Sham (n=11)
-8~ Hypercapnia - Dorsal PAG - IBO (n=10)
0 -4 Hypercapnia - Dorsal PAG - Negative control (n=9)
39+
38+ - g
93 37
£ 36
35+
34+
a3 7% CO,

e e e B e B e
-30-25-20-15-10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Time (min)

test). Values are expressed as mean+=SEM. b Body core temperature
(Tc) of rats exposed to hypercapnia. There was no difference between
lesioned animals (ibotenic acid), Sham (PBS), and NC in dIPAG/
dmPAG. Values are expressed as mean+SEM
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(fR) and VT. The ventilatory response to hypercapnia was
significantly lower in the IBO group compared with the Sham
and NC groups (p<0.001, ANOVA). This difference was
entirely due to decreased VT in IBO rats (»p<0.05, ANOVA).
The results showed decreases of 31 % and 26.5 % of the
ventilatory response to CO, in the IBO group compared to
Sham and NC groups, respectively.

Increasing CO, to 7 % had no effect on MAP or HR
relative to baseline in either groups (Fig. 4a). IBO injections
into the dIPAG/dmPAG did not change the cardiovascular
response; however, the NC group, in which site of lesion
was identified at the superior colliculus, showed a signifi-
cant increase in HR at 5, 15. and 30 min compared to the
other groups (Fig. 4a; p<0.001, ANOVA). Neither hyper-
capnia nor dIPAG/dmPAG lesioning had a significant effect
on Tb in any group (Fig. 4b).

Effect of vPAG chemical lesion on VE, MAP, HR, and Tb

Chemical lesion of the VPAG with ibotenic acid had no
effect on VE during normocapnia (Fig. 5). Hypercapnia
caused increases in pulmonary ventilation in all groups
(»<0.001, ANOVA), which resulted from increased fR and
VT. The ventilatory response to hypercapnia was significant-
ly lower in the vPAG-lesioned group compared with the
Sham group (»<0.05, ANOVA). The difference between
the groups was due to decreased VT in vPAG-lesioned rats.
The results showed decreases of 26.5 % and 21 % in the
ventilatory response to CO, in the IBO group compared to
Sham and NC groups, respectively. However, the difference
between the IBO and NC groups was not statistically
significant.

Hypercapnia had no effect on MAP, HR. or Tb relative to
baseline in vehicle- or IBO-treated rats (Fig. 6a). IBO injec-
tions into the VPAG did not change the cardiovascular
response; however, the NC group, in which site of lesion
was identified at the superior colliculus, showed signifi-
cantly increased HR at 5 and 15 min compared to the
other groups (Fig. 6a; p<0.001, ANOVA). Neither hypercap-
nia nor VPAG lesioning caused a significant change in Tb
(Fig. 6b).

Blood gases

Tables 2 and 3 summarize the blood variables measured under
normocapnia and hypercapnia for a subset of the Sham and
IBO groups of the dIPAG/dmPAG and the VPAG, respective-
ly. As expected, PaO, and PaCO, increased (p<0.05), and
arterial pH decreased (p<0.05) during hypercapnia in all
groups, but no difference was found among them. None of
the experimental conditions had a significant effect on plasma
HCO5.
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Fig. 5 Ventilation (Vg), tidal volume (VT), and respiratory frequency
(fR) of hypercapnic rats (7 % CO,). Values are expressed as mean+
SEM. * indicates significant difference between lesioned animals (ibo-
tenic acid) and Sham group (PBS) in vPAG (p<0.05; Tukey's post hoc
test). Values are expressed as mean+SEM

Discussion

In the present study, we partially proved our hypothesis
because restricted IBO lesions in either the dIPAG/dmPAG
or VPAG resulted in similar reductions of the ventilatory
response to CO, but did not cause any change in MAP, HR, or
Tb. IBO microinjections in the rat brainstem caused specific
PAG lesions without affecting neuronal fibers or adjacent
mesencephalic circuitry, demonstrated by the Kluver—Barrera
method (Fig. 1).

Focal lesions in the dIPAG/dmPAG and vPAG did not
alter VE, VT, fR (Fig. 3), blood gases, or pH (Tables 2 and 3)
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-m- Hypercapnia - Ventral PAG - Sham (n=8)
-8~ Hypercapnia - Ventral PAG - IBO (n=8)
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Fig. 6 a Mean arterial blood pressure and heart rate of rats during
hypercapnia. * indicates significant difference between negative con-
trol and Sham group (PBS) in VPAG (p<0.05; Tukey's post hoc test). #
indicates significant difference between negative control and lesioned
animals (ibotenic acid) in VPAG (p<0.05; Tukey's post hoc test).

during normocapnia, suggesting that this area may not have
a tonic role in respiratory control but may be activated in
specific situations. According to Subramanian et al. [71], the
PAG is important in dangerous situations when an animal
would need to change its respiration. It plays a fundamental
role in integrating the behaviors of multiple organ systems
to produce coordinated responses, particularly respiration

- Hypercapnia - Ventral PAG - Sham (n=11)

-o- Hypercapnia - Ventral PAG - IBO (n=10)
40- -4 Hypercapnia - Ventral PAG - Negative control (n=7)
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Values are expressed as mean+=SEM. b Body core temperature (Tc)
of rats exposed to hypercapnia. There was no difference between
lesioned animals (ibotenic acid), Sham, and negative control in vPAG.
Values are expressed as mean+SEM

modulation. Thus, PAG stimulation affects descending
inputs that influence the respiratory rhythm-generating net-
works located in the caudal brain stem (medulla and pons).
In agreement with this notion, dPAG stimulation in humans
elicits reports of intense fear associated with autonomic
reactions and hyperventilation that are indicative of a panic
attack [57, 71].

Table 2 Values of arterial pH (pHa), arterial oxygen partial pressure (PaO,), arterial carbon dioxide partial pressure (PaCO,), and plasma
bicarbonate (HCO3 ) of Wistar rats in Sham and dPAG-lesioned groups subjected to hypercapnia (7 % CO,)

Sham (n=3) IBO (n=3)

0 % CO, 7 % CO, 0 % CO, 7 % CO,
pHa 7.48+0.01* 7.34+0.01 7.47+0.003% 7.32+0.02
PaCO, (mmHg) 35.53+1.4 49.77+4.3 30.40+2.9 47.37+2.08
Pa0, (mmHg) 79.67+1.4° 106.0+0.5 75.67+4.4° 105.67+3.1
HCO;~ 26.67+1.6 26.73+1.8 22.60+2.0 24.73+1.7

* Difference between 0 % and hypercapnia in the same group
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Table 3 Values of arterial pH (pHa), arterial oxygen partial pressure (PaO,), arterial carbon dioxide partial pressure (PaCO,), and plasma
bicarbonate (HCO3 ) of Wistar rats in Sham and vPAG-lesioned groups subjected to hypercapnia (7 % CO,)

Sham (n=3) IBO (n=4)

0 % CO, 7 % CO, 0 % CO, 7 % CO,
pHa 7.49+0.01° 7.32+0.01 7.48+0.001* 7.34+0.01
PaCO, (mmHg) 37.13+1.3% 48.05+2.4 26.80+4.4* 46.07+£3.5
PaO, (mmHg) 75.75+2.1* 105.75+1.7 75.67+3.0* 102.0£3.6
HCO; 28.38+1.3 25.05+0.8 20.10+3.0 2547425

* Difference between 0 % and hypercapnia in the same group

In our experiments, small dIPAG/dmPAG lesion caused
reduced ventilatory responses to CO, due to the attenuation
of VT (Fig. 3). It is possible that larger lesions would have a
greater impact in hypercapnic ventilation; however, these
data indicate that the dIPAG/dmPAG exerts a significant
influence on the CO,-drive to breathe, since only 4.3 %
reduction of dPAG was enough to reduce almost 30 % of
CO, response. The PAG may exert this effect in VT via
projections to respiratory nuclei, including the parabrachial
nucleus, the Koélliker-Fuse nucleus [42], and the nucleus of
the solitary tract [4]. The PAG also projects to the A5 cell
group [18], the medullary raphe [31], the retrofacial nucleus
[47, 64], and the nucleus retroambiguus [41], which are all
regions involved in ventilatory control.

It is well known that altered responses to CO, may be
involved in panic disorders, since CO, inhalation can elicit
panic attacks in patients with this disorder [33, 46]. Some
authors have proposed that dPAG stimulation induces auto-
nomic and behavioral responses similar to the symptoms of
panic attacks; thus, this area may be involved in the origin of
panic disorder [25, 35, 36, 44, 50, 66]. Recently, Schimitel
et al. [67] suggested that activation of suffocation alarm
system in the PAG precipitates panic attacks and potentiates
the subject behavioral responses to hypercapnia. The results
of our study add to this scenario that dPAG is also important
for ventilatory response to hypercapnia because dIPAG/
dmPAG lesions reduced the CO,-drive to breathe.

Lesioning the VPAG (2.5 % of total vPAG) caused a
23.8 % ventilation reduction during hypercapnia, which
demonstrates that this area also contributes to the CO,
ventilatory response. Previous studies showed that the
vPAG is involved in different defensive behaviors, such as
freezing behaviors [23, 24], which are defensive reactions to
threatening stimuli [13, 20]. In contrast to the dIPAG/
dmPAG, the vPAG has been suggested to belong to a brain
aversion system associated with generalized anxiety disor-
der, which is associated with chronic low-level anxiety [19].
Regardless of the distinct contributions of the dPAG and
vPAG in anxiety disorders, lesioning any of these regions

decreased the CO,-drive to breathe (Figs. 3 and 5), suggest-
ing that they play a role in hypercapnic stress responses.

Electrical or chemical stimulation of the dPAG is known
to evoke significant increases in blood pressure and HR [3,
6, 14, 21, 43, 73]. In contrast, VPAG stimulation induces
depressant effects, such as lowered blood pressure and HR,
coupled with immobility [3, 6, 14]. In the present study,
there were no significant differences of MAP or HR be-
tween the lesioned (dIPAG/dmPAG and vPAG) and Sham
groups (Figs. 4a and 6a). Although we cannot exclude the
possibility that our lesions were too small to induce any
significant change in MAP or HR, another study [48] cor-
roborates our results since it was reported that excitotoxic
dPAG lesions with N-methyl-D-aspartate (NMDA) did not
affect cardiovascular parameters. All of these data indicate
that the dIPAG/dmPAG and vPAG may not be involved in
the basal maintenance of blood pressure and HR; rather,
they seem to influence autonomic cardiovascular system
activity during specific stress responses.

We noted a significant increase in the HR of the NC
group compared with the Sham and dIPAG/dmPAG- and
vPAG-lesioned groups (Figs. 4a and 6a). Most of the NC
lesions were located in the superior colliculus, which is a
structure known to be involved in cardiovascular defensive
responses [27, 61]. In fact, noradrenaline microinjection into
the superior colliculus of unanesthetized rats evokes pressor
responses that are accompanied by bradycardia. Additional-
ly, pressor responses and HR decreases were also reported
when this region was electrically stimulated in anesthetized
rats [45]. We did not observe any change in MAP in the
present study, which may be related to compensation by
other brain areas 7 days after lesion. Further investigation
is needed to address this issue.

In the present work, hypercapnia (7 % CO,) did not affect
MAP or HR in any group, which supports previously pub-
lished data from our laboratory [11, 22]. However, Oikawa et
al. [59] demonstrated that hypercapnia increases MAP due to
sympatho-excitation mediated via central chemoreceptor acti-
vation and decreases HR due to parasympatho-excitation via
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the reflex effect of baroreceptors in response to the rise in
MAP. That we did not observe a significant change in MAP or
HR with 7 % CO, may be attributable to this level of CO,
being insufficient to promote sympatho-excitation.

Regarding PAG participation in thermoregulation, there
is evidence that electrical and chemical stimulations, partic-
ularly in caudal regions, stimulate brown adipose tissue
(BAT) thermogenesis in rodents [16]. We did not find any
differences between lesioned and control animals, suggest-
ing that the PAG does not play a role in Tb regulation under
euthermic conditions. However, the PAG may be involved
in Tb regulation during specific types of stress, such as
exposure to cold [72]. Regarding hypercapnia, this stimulus
did not decrease Tb (Figs. 4b and 6b), corroborating data
published by Biancardi et al. [11]. Similarly, Barros et al. [7]
observed that hypercapnia (3—5 % CO,) did not reduce Tb
in a burrowing rodent of the Brazilian cerrado.

In conclusion, the current study indicates that in addition
to their effect in several stress behaviors, dIPAG/dmPAG
and VPAG neurons modulate the ventilatory response to
hypercapnia. Specifically, regarding the dIPAG/dmPAG,
our results reinforce the concept that there is a link between
altered responses to CO, and anxiety/panic disorders. How-
ever, the PAG does not appear to exert a tonic role in
cardiovascular or thermal regulation during normocapnic
and hypercapnic conditions.
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ABSTRACT

To study anatomical connections among chemosensitive brainstem areas, we injected
rhodamine beads unilaterally into the locus coeruleus (LC) and into the caudal nucleus
tractus solitarii (CNTS) in Sprague-Dawley rat pups (P7-P10). After 8-10 days,
retrograde labeling was seen in numerous areas of the brainstem, with labeling in many
chemosensitive regions, including the contralateral LC, cNTS, medullary raphé and
periaqueductal gray. Similar connections were seen with cNTS injection, although less
labeling was seen in each area. We whole-cell patched cNTS neurons that project to the
LC and found that 4 of 5 retrogradely-labeled cNTS neurons had increased firing rate in
response to hypercapnic acidosis (HA-15% COy), even in synaptic blockade medium
(SNB —high Mg?*/low Ca*). In contrast, 2 of 3 retrogradely-labeled LC neurons that
project to the cNTS had reduced firing rate in response to HA both in the presence and
absence of SNB. Patched neurons were loaded with Lucifer Yellow (LY) from the
pipette to verify that a neuron was labeled with both rhodamine and LY. In summary,
we found extensive anatomical connections among chemosensitive brainstem regions in
neonatal rats and at least for the LC and cNTS, the connections involve some CO,-
sensitive neurons. Such anatomical and functional coupling suggests a complex central

respiratory control network even in neonatal rats.
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Cereb: Cerebellum

cLC: contralateral LC

cNTS (im): caudal Nucleus Tractus Solitarii, intermediate part

cNTS: caudal Nucleus Tractus Solitarii

CVL: Caudoventrolateral Reticular Nucleus

dHyp: dorsomedial Hypothalamus

DMN: Dorsal Motor Nucleus of the Vagus

DMsp5: Dorsomedial Spinal Trigeminal Tract

DR: Dorsal Raphé

Hy: Hypoglossal Nucleus

iNTS: intermediate Nucleus Tractus Solitarii



10: Inferior Olive

IRt: intermediate Reticular Nucleus

KF: Kolliker-Fuse

LC: Locus Coeruleus

IHyp: lateral Hypothalamus

LY: Lucifer Yellow

Mo5: Motor Trigeminal Nucleus

MR: Medullary Raphé

MVePC: Medial Vestibular Nucleus, parvicellular part

NTS: Nucleus Tractus Solitarii

P5/PCRtA: Peritrigeminal Zone/ Parvicellular Reticular Nucleus, alpha part

PA: Perifornical Area

PAG: Periaqueductal Gray

PB: Parabrachial Nucleus

PBS: Phosphate Buffered Saline

pHyp: posterior Hypothalamus

Pre-Botz: Pre-Botzinger Complex

Py: Pyramidal Tract

RTN: Retrotrapezoid Nucleus
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SNB: Synaptic Blockade Medium
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INTRODUCTION

The respiratory system is not mature at birth, but undergoes significant postnatal
development; however this process is still unclear. The postnatal development of
respiratory system in rats is not a linear process, but presents a critical period exists
around postnatal day (P) 12-13, when an imbalance between heightened inhibition and
suppressed excitation is evident both neurochemically as well as eletrophysiologically
(Liu and Wong-Riley, 2013). Likewise, the ventilatory response to hypercapnia changes
as a function of neonatal development (Putnam et al., 2005). The CO; response is
vigorous in the first postnatal days (P1-P5), but then decreases and reaches its lowest
point at P8. Subsequently, the response rise until P21, when it seems to achieve the

mature level (Stunden et al. 2001; Putnam et al., 2005; Greer, 2012).

There is growing evidence suggesting that central chemoreception, involved in
ventilatory control, is a distributed property including multiple brainstem regions and
neuronal types (Coates et al., 1993; Nattie, 1999; Nattie and Li, 2002;47, Putnam et al.,
2004; Richerson, 2004; Biancardi et al., 2008; Nattie and Li, 2009; Gargaglioni et al.,
2010; Hodges and Richerson, 2010; Putnam, 2010). Included in these regions that
contain CO,/H*-sensitive neurons are the locus coeruleus (LC) (Elam et al.,1981;
Pineda and Aghajanian, 1997; Filosa et al., 2002; Gargaglioni et al., 2010) and the
caudal region of the nucleus tractus solitarii (NTS) (Dean et al., 1989;1990; Nattie and

Li, 2002; Conrad et al., 2009; Dean and Putnam, 2010).

The LC is a cluster of noradrenergic neurons located bilaterally adjacent to the
fourth ventricle in the dorsal pontine region of the brainstem (Dahlstrom and Fuxe,
1964). LC neurons are involved in the central respiratory network displaying a

respiratory-related activity, i.e., they have direct access to information about the timing



of the respiratory output from the medullary respiratory centers (Oyamada et al., 1998,
1999; Andrzejewski et al., 20012). Further, a high percentage (>80%) of LC neurons
respond to elevated CO,/H"™ with an increased firing rate (Elam et al., 1981; Pineda and
Aghajanian, 1997; Filosa et al., 2002). Focal acidification of the LC increased
ventilation (Coates et al., 1993) and lesioning of a substantial portion of the LC reduced
the ventilatory response to inspired CO, (Li and Nattie, 2006; Biancardi et al., 2008).
Finally, the LC contains projections that innervate virtually all areas of the central
nervous system, including many nuclei responsible for cardiorespiratory function
(Berridge and Waterhouse, 2003; Gargaglioni et al., 2010). Taken together, these
studies indicate an important role for the LC in central chemosensitivity (Gargaglioni et
al., 2010). Interestingly, there is a marked developmental change in the intrinsic
chemosensitivity of LC neurons. In LC neurons from neonates younger than P10, a high
percentage (70-80%) of neurons are CO, sensitive and the chemosensitivity index (ClI)
is about 235% whereas in LC neurons from older neonates (>P10), a high percentage of
neurons are also activated by hypercapnia, but the magnitude of the response is
markedly lower (CI of 125%) (Hartzler et al., 2007; Nichols et al., 2008; Gargaglioni et
al., 2010). These studies indicate that around 10 days after birth, LC neurons undergo a
major reduction in chemosensitivity with the percentage of intrinsically chemosensitive

neurons and the magnitude of their response both decreasing dramatically.

Regarding NTS, this are receives inputs from peripheral chemoreceptors and
lung stretch receptors (Donoghue et al., 1984; Bonham and McCrimmon, 1990; Mifflin,
1992; Koshiya and Guyenet, 1996) and is suggested to be an important site of
ventilatory and cardiovascular control (Barraco et al., 1990; Mifflin, 1992). The NTS
contains many neurons that depolarize and/or increase their firing rate upon exposure to

hypercapnia (Dean et al., 1989; Dean et al., 1990; Huang et al., 1997; Mulkey et al.,



2004). Further, ventilation was increased when the NTS (especially the cNTS near the
area postrema) was focally acidified (Coates et al., 1993; Nattie, 2001; Nattie and Li,
2002) and chemical lesioning or synaptic blockade of the NTS caused a reduction in
basal ventilation and in respiratory chemosensitivity to CO, (Berger and Cooney, 1982;
Nattie and Li, 2002; 2008; although see Favero et al., 2011). These studies strongly
suggest that the NTS, and especially the cNTS, is involved in central chemosensitivity

and central ventilatory control (Dean and Putnam, 2010).

Central chemosensitivity appears to involve a complex network, including
neurons from the LC and the cNTS, but possible interconnections and the functional
communication between these various regions may change over development and is
poorly understood. In this study, we have focused on the LC and the cNTS, using
retrograde labeling of neonatal rat pups to identify possible neural connections between
these two areas and other known chemosensitive regions. We further used whole-cell
and loose patch clamping of retrogradely labeled neurons to begin to address whether

chemosensitive neurons communicate between various chemosensitive regions.

A preliminary report of this work has previously been published (Lopes et al.,

2012).



MATERIALS AND METHODS

Animals

Mixed sex Sprague-Dawley neonate rats, age between P7-P10, were used. The mothers
had free access to water and food and were housed in a temperature-controlled room at
24-26°C, with a 12:12 h light:dark cycle (lights on at 7:00 AM). The pups stayed
together with their mother during all pre- and post-operatory periods. All experiments
were done between 8 am and 5 pm. The study was in compliance with the guidelines of
and was approved by the Wright State University Institutional Animal Care and Use
Committee. Wright State University is accredited by AAALAC and is covered by NIH

Assurance (no. A3632-01).

Surgery

The surgical procedures were performed under anesthesia with isofluorane (5%
inhaled to induce anesthesia and 1.5-2% inhaled to maintain anesthesia) for LC
surgeries.  For NTS surgeries the rats were anesthetized with 75 mg/kg of
intraperitoneal (1.P.) ketamine + 5 mg/kg xylasine (0.1mL/20 g for neonates).
Subcutaneous bupivicaine (0.15 mL) was given for the local anesthesia, and
subcutaneous injections of the analgesic agent carprofen (0.5 mg/ml; vol: 0.1 mL/10grs)

was used before and 12 hours after the surgical procedure, subcutaneously.

For microinjections of rhodamine beads the head of an anesthetized rat was
shaved and the skin was sterilized with povidine solution. The rat was then fixed to a
stereotaxic frame (David Kopf, model 900, Tujunga, CA, adapted for neonates) and

specific coordinates were used to locate the LC (Antero-posterior = -3.7; Lateral = -1.1



mm from sagittal suture; Dorso-ventral = -4.0 mm deep from the skull) and NTS (0.2
mm rostral in relation to calamus scriptorius). Coordinates were based on a stereotaxic
atlas for rats (Paxinos and Watson, 1997). A dental injection needle (Mizzy, 200 um
OD) connected to a 1-uL Hamilton syringe by PE-10 tubing was inserted into either the
LC or NTS for 70 nL or 50 nL microinjection of rhodamine bead solution, respectively
(Lumafluor, Inc. red retrobeads, St Louis, MO) and 5 minutes were allowed to prevent
leakage of rhodamine beads before the injection needle was removed. All injections
were performed manually and the microinjection volume was chosen on the basis of
pilot experiments. At the end of the surgical procedure the animal's skin was held
together with the use of a surgical glue (Vetbond, Tissue Adhesive) and cleaned with

povidine solution.

Slice preparation

Preliminary studies showed that allowing only 4 days for retrograde labeling
resulted in very little labeling of the brainstem. We therefore decided on a period of 7-
10 days for recovery from the injection and to allow time for the fluorescent dye to be
retrogradely transported. The labeled rats were then anesthetized with 100% CO, and
rapidly decapitated. The brainstems were removed and placed in 4-6°C artificial
cerebral spinal fluid (aCSF) solution equilibrated in 95% 0,/5% CO, (see Solutions for
composition). Coronal slices (~300 um), extending rostrally from the cNTS (area
postrema) to the hypothalamus were prepared using a PelcoVibratome 1000 vibratome.
Newly prepared slices were either rapidly transferred into 4% paraformaldehyde

solution (see Solutions) and fixed for 3 days in the refrigerator at 4°C for anatomy



studies or allowed to equilibrate for ~1 hr at room temperature in aCSF equilibrated

with 95%0,/5% CO, for electrophysiology studies.

Anatomy

After fixation, slices to be used for anatomy studies were washed in phosphate-
buffered saline (PBS, see Solutions) solutions and placed in a Plexiglas chamber on the
stage of a Nikon Eclipse Ti-S Inverted Light Microscope. The slice was bathed in a
PBS solution and held in place with a nylon grid. Brightfield illumination was used to
identify various regions within a given slice (based on landmarks from Paxinos and
Watson, 1997). The same region was then studied using epifluorescence. Rhodamine-
labeled neurons were excited at 540-580 nm and emitted light collected at 600-660 nm
using a Nikon Y-2 E/C fluorescence filter and a 75-W xenon arc lamp. Emitted
fluorescence was visualized using a CoolSNAP HQ?2 digital camera (Photometrics) and
Metafluor 4.6r5 software (Universal Imaging) and the fluorescence images saved to a
Gateway 2000 E-3100 computer. All slices, from cNTS to the hypothalamus were
examined on the microscope for an only trained person for retrograde labeling. All
rhodamine fluorescence observed in each slice’s region was immediately and carefully
marked on schematic drawings from Paxinos and Watson (1997) in order to preserve

the anatomical locations for retrograde labeling within the brainstem.

Some areas we can identify easily looking for specific references. For example,
LC was identified in brightfield microscopy as an elliptical region of large neurons
lying on the dorsal side of the pons just below the floor of the 4th ventricle and lateral to
the midline (Figure 1A, 1B). The cNTS was readily identified in brightfield microscopy

as lying within the dorsal medulla in a slice containing the area postrema.



The solitary complex is bordered on the dorsal side by the area postrema and the
floor of the 4th ventricle (Figure 2A). The ventral limit is defined by the central canal
(CC) and the large hypoglossal motor neurons (Hy) on either side of the CC (Figure
2A). The solitary complex includes the NTS and the neurons of the dorsal motor
nucleus of the vagus (DMN) which are located in two elliptical areas just above the CC
(Figure 2A). To locate PAG and Dorsal Raphe we used as reference the mesencephalic
aqueduct (“Sylvius’s Aqueduct”). PAG is entire area surrounding the aqueduct and
Dorsal Raphe is below the aqueduct (Figure 3D). To locate RTN region, we identify
firstly Facial Nuclei. RTN cells are located in the rostral medulla near the ventral
surface, with the majority of the neurons located ventral to the motor nucleus of the

facial nerve (Pearce et al., 1989).

Electrophysiology

Slices to be used in electrophysiological studies were placed in a superfusion
chamber and held in place with a nylon grid. Slices were superfused at a rate of ~2.5
mL/minute with aCSF at ~35°C. Glass electrodes were made from thin-walled
borosilicate glass (outer diameter 1.5 mm, inner diameter 1.12 mm) pulled to a tip
resistance of 3-5 MQ with a Narishige Model PC-10 pipette puller. The bath was
grounded with a Ag-AgCI2 wire. Pipettes were filled with pipette filling solution (see

Solutions).

LC and NTS neurons were visualized using an upright microscope (Nikon FN1)
with a 60X water-immersion objective. Neurons retrogradely labeled with rhodamine
beads were visualized using identical excitation/emission wavelengths as described

above (see Anatomy). Using NIS Elements AR 3.0 software (Nikon), rhodamine



fluorescence was matched to healthy neurons visualized without fluorescence and these
neurons were targeted for patching. Electrophysiological recordings were taken using
an Axopatch 200B amplifier and analyzed using pCLAMP software version 10. The
pipette was brought to the surface of a neuron under positive pressure to prevent the tip
from plugging and then a gentle suction was applied to the pipette until a ~1GQ seal
was obtained. In some neurons, this arrangement was used as a loose patch using
voltage clamp (holding potential of 0 mV) to measure extracellular currents associated
with action potentials. The GQ seal in loose patch gave a sufficient signal-noise ratio
that extracellular currents were clearly visible. With such patches we were able to
determine the firing rate of a neuron. In other neurons, after the GQ seal was
established, a rapid negative pressure was applied to establish a whole cell patch. Such
neurons were current clamped and voltage was measured. These neurons showed the
intracellular voltage changes associated with action potentials and could be used to
determine the firing rate as well. For some neurons using whole cell clamp, a small
depolarizing current had to be injected to obtain an initial firing rate of ~1 Hz. Firing
rate was integrated in 10 s bins using pClamp software. For all neurons, recordings
began when an initial stable firing rate was obtained and the effect on firing rate of
hypercapnic solutions was determined.  To assess whether a given neuron
chemosensitivity is intrinsic, we use synaptic blocker medium (SNB) and observe the
response of the neuron to hypercapnia. To assure that we were studying a retrogradely
labeled neuron, the patch pipette contained 2% Lucifer Yellow (LY). For whole cell
recordings, it required about 30 minutes to obtain a complete recording and this was
sufficient for the neuron to load with LY. For loose patch recordings, after the
experiment, a rapid negative suction was applied to obtain a whole cell patch and the

neuron was allowed to load with LY for at least 20 minutes. At the end of all



electrophysiology experiments, slices were fixed in 4% paraformaldehyde for later

confocal imaging to identify rhodamine and LY labeled neurons.
Confocal microscopy

Fixed slices were washed 3X for 15 minutes each in 0.1 M PBS (see Solutions).
The washed slice was placed on a glass slide and covered with Vectashield Mounting
Medium designed for fluorescence (Vector Laboratories). The slice was then covered
with a cover slip. Fluorescence images were collected with an Olympus FV300
Confocal Microscope (Olympus Corporation) with a 60X oil objective. Rhodamine
bead fluorescence was visualized with excitation light of 568 nm (from a krypton/argon
combination laser) and Lucifer Yellow fluorescence was visualized with excitation light
of 488 nm (from a krypton/argon combination laser). Digital images were collected as
Z stacks (0.5 um resolution). The image files were managed with Fluoview software
(Olympus Corporation). All confocal images shown are merged Z stack images to

show all the rhodamine beads within a soma.

Solutions

aCSF was composed of: 3 mM KCI, 124 mM NacCl, 1.3 mM MgS04, 26 mM NaHCO3,
1.24 NaH2PO4, 10 mM glucose, and 2.4 mM CaCl?, equilibrated with 95% 0,/5% CO,
gas, pH ~7.45 (at 35°C). Synaptic blockade medium (SNB) was the same except for
121 mM NaCl, 11.4 mM MgSO4, and 0.2 mM CaCl?. Hypercapnic solutions were
identical to aCSF and SNB solutions except for equilibration with 85% O,/15% CO,
gas, pH ~6.9-7.0. Paraformaldehyde solutions were freshly diluted 1:1 from an 8%
paraformaldehyde stock into 100 mM PBS solution, which contained (mM): 137 NacCl,

2.7 KCI, 4.3 Na2HPO4, and 1.47 NaH2PO4, pH 7.4. The whole cell pipette filling



solution consisted of: 130 mM K-gluconate, 0.4 mM EGTA, 1 mM MgCI% 0.3 mM
GTP, 2 mM ATP, and 10 mM HEPES, plus 2% LY. The pipette filling solution pH was

buffered to ~7.35 using KOH.



RESULTS

Microinjection of rhodamine beads into the LC

Regarding microinjections into LC, the results were divided into 4 groups: 1)
LC+: microinjection of rhodamine beads was centered in the LC (Figure 1A, 1B); 2)
LC Miss: injection site was centered far from the LC (Figure 1C, 1D); 3) Peri LC:
microinjection of rhodamine beads was located in the region surrounding the LC
(Figure 1E, 1F); 4) LC+Cereb: microinjections localized within both the LC and the

cerebellum (Figure 1G, 1H). We used 3 animals per group.

Microinjection of rhodamine beads into the cNTS

Regarding microinjections into cNTS, the results were divided into 2 groups: 1)
cNTS+: microinjection of rhodamine beads were centered in the cNTS (Figure 2A, 2B);
2) cNTS Miss: injection site was centered far from the cNTS (Figure 2C, 2D). We used

3 animals per group.

Retrograde labeling: afferent projections to LC

Retrogradely-labeled slices were examined at low power (4X objective)
and rhodamine-labeled terminal fields were identified. The regions in which these
fields occurred were identified using brightfield microscopy and anatomical markers
from Paxinos and Watson (1997). Such rhodamine-labeled terminal fields were found

in many regions of the brainstem (Figures 3 and 4). We estimated the degree of



labeling by studying these rhodamine-labeled fields at higher power (10X for labeling
drawings with red dots and in a few instances we used 20X to verify we were seeing
rhodamine-labeled neurons) using fluorescence microscopy to estimate the number of

rhodamine-labeled neuronal cell bodies (Table 1).

With rhodamine bead injection into the LC, many chemosensitive regions
showed retrograde labeling, including the cNTS, the region including the ambiguus
nucleus/rostroventrolateral reticular nucleus/caudoventrolateral reticular nucleus
(Amb/RVL/CVL), the retrotrapezoid nucleus (RTN) (Figure 3A, 3B), the contralateral
side of the LC (Figure 3C), and the periaqueductal gray (PAG) region (Figure 3D).
Substantial numbers of rhodamine-labeled cells (3, 2 — 3, 1 — 3) were located in the
area of the medullary raphé (MR), Kolliker Fuse nucleus (KF), PAG, RTN and
parabrachial nucleus (PB) (Table 1). Moderate labeling (2, 1 — 2) was found in the
region of Amb/RVL/CVL, area postrema (AP), Pre-Botzinger Complex (Pre-Botz)/
Botzinger Complex (B6tz), dorsal raphé (DR), facial nucleus (7n) , intermediate NTS
(iNTS), contralateral LC (cLC), dorsomedial hypothalamus (dHyp) and posterior
hypothalamus (pHyp) (Table 1). Scattered or individual cells (0— 1) were found in the
perifornical area (PA). Based on retrograde labeling, there were also neurons projecting
to the LC from non-chemosensitive areas, including spinal trigeminal tract (sp5) (Figure
3A), medial vestibular nucleus (MVePC) (Figure 3B), and the pyramidal tract (Py)

(Figure 3C).

To assess specificity of retrograde labeling from the LC we studied the number
of retrogradely labeled neurons in different brainstem regions from injections of
rhodamine beads into the LC (LC+), the LC+Cerebellum (LC+Cereb), the peri LC
region (Peri LC) and in areas outside the LC (LC Miss) (Table 1). When the sites of

injections were into LC+Cereb the pattern of retrograde labeling was very similar to the



LC+ group, as expected. In the rats in which injections were in the Peri LC, retrograde
labeling was moderate but still present in most regions. In contrast, in the rats in which
the injections were out of LC (LC Miss) there was almost no retrograde labeling in the
regions examined. In these rats, the microinjection sites were localized in: MVeMC,
dorsomedial spinal trigeminal nucleus (DMSP5), or peritrigeminal zone/parvicellular
reticular nucleus, alpha part (P5/PCRtA). These findings suggest that the neuronal

projections we are seeing with retrograde labeling are largely specific to the LC region.

Retrograde labeling: afferent projections to cNTS

As with the LC, when rhodamine beads were injected into the cNTS we saw
retrograde labeling in neurons in numerous regions, including chemosensitive areas
(Figure 4, Table 1). In general retrograde labeling from the cNTS was less than that
seen with injections into the LC, but that may be due to our injections covering less of
the NTS than the LC (compare Figure 1B to 2B). Regions containing rhodamine
fluorescence with high density (3) were found only in the iNTS (Table 1). Moderate
labeling (2, 1 — 2) was observed in the Amb/RVL/CVL (Figure 4A), Pre-Botz/Botz,
RTN, MR, KF, PAG and lateral hypothalamus (IHyp) (Figures 4A, 4B, 4D; Table 1).
Scattered or individual cells (1, 0 — 1) were found in 7n, DR, PB nucleus and pHyp
(Table 1). No rhodamine fluorescence was seen in the AP (Figure 4A). In rats in which
the rhodamine bead injections were not in the cNTS (CNTS Miss) retrograde labeling

was nearly absent when compared to when injections were in the cNTS+ (CNTS+).

Retrograde labeling and Lucifer Yellow



To determine that the red regions counted above were indeed retrogradely-
labeled neurons, we performed confocal microscopy on selected slices from various
regions. Indeed, these regions revealed neuronal cell bodies that contained rhodamine
beads (red fluorescence) in the cytoplasm surrounding the nucleus (Figure 5), as
expected for dye that was retrogradely labeled. After injection of rhodamine beads into
the LC, several of these red labeled neurons were visible in the NTS (Figures 5A, 5B;
white arrows). Rhodamine-labeled neurons were also seen in the region of the RTN
(Figure 5C, white arrow) and in the PAG, where both loaded soma (white arrows) and
axonal processes (blue arrows) were seen (Figure 5D). Similarly, when rhodamine
beads were injected into the ctNTS dye-loaded LC neuronal cell bodies (Figure 5E, 5F;
white arrows) and axonal processes (Figure 5F, blue arrows) were seen. These images
convinced us that the red labeling we were seeing in our anatomical studies was due to
retrograde labeling of neurons.

These rhodamine-labeled cell bodies were visible under epifluorescence
microscopy during our electrophysiology studies. We visualized rhodamine-labeled
cell bodies with epifluorescence microscopy and targeted the cell bodies of these
neurons for patching. To assure that a neuron that we studied with electrophysiology
was indeed a retrogradely-labeled neuron, we loaded the studied neuron with LY from
the patch pipette and then fixed the slice after our electrophysiological experiments
were done. We used confocal microscopy to look for a neuron within the slice that was
positive for both rhodamine labeling and for LY. Examples of such a neuron from the
CNTS and from the LC are shown in Figure 6. The top panel shows neurons from the
cNTS that were retrogradely labeled with rhodamine beads (red fluorescence) that had
been injected into the LC (Figure 6). This same image shows a neuron that is loaded

with both rhodamine and LY (green fluorescence) (white arrow). In this same image a



second rhodamine-labeled neuron is visible that is negative for LY (Figure 6, blue
arrow). The neuron indicated by the white arrow is a retrogradely-labeled cNTS neuron
that was studied electrophysiogically and afterwards, loaded with LY (green
fluorescence). In the bottom panel is a retrogradely-labeled LC neuron (red
fluorescence, white arrow) that was labeled with rhodamine beads that had been
injected into the cNTS (Figure 6). After the electrophysiology experiment, using loose
patch techniques, a whole cell patch was established and LY was allowed to enter the
neuron. The neuron was damaged by this latter procedure but note the confluence of the
LY-loaded neuron with the retrogradely-labeled neuron in the lower left panel (white
arrows), once again indicating that the neuron we studied electrophysiologically was a

retrogradely-labeled neuron.

Electrophysiology

The firing rate response to hypercapnia was measured with whole-cell patch
clamping of neurons from the cNTS that were labeled with rhodamine beads that had
been injected into the LC (Figure 7) and neurons from the LC that were labeled with

rhodamine beads that had been injected into the ctNTS (Figure 8).

In order to study the chemosensitivity of neurons with projections to areas
involved in respiratory control, the firing rate response to hypercapnic aCSF was
measured in five neurons from the cNTS containing fluorescence from a rhodamine
bead injection into the LC (Figure 6, top panels). In four of the five patched cNTS
neurons, exposure to hypercapnia caused a depolarization and an increase in firing rate
(Figure 7A1, A2), while the fifth neuron was hyperpolarized in the presence of

hypercapnia. The increased firing rate response of the four chemosensitive cNTS



neurons to hypercapnia was retained in the presence of SNB solution (Figure 7B1, B2),
indicating that the chemosensitive ctNTS neurons with projections to the LC were

intrinsically chemosensitive.

The firing rate response to hypercapnic aCSF was also measured in three LC
neurons containing fluorescence from a rhodamine bead injection into the cNTS (Figure
6, lower panels). The firing rate in these neurons was studied using loose patch clamp
(Figure 8). In two of the three neurons, the addition of hypercapnia resulted in a
reversible decrease in firing rate (Figure 8Al, A2). In the third, firing rate was
unchanged by hypercapnia. In the presence of SNB, this hypercapnic inhibition of the
two neurons was maintained, suggesting that these LC neurons are intrinsically
responsive to CO, (Fig. 8B1, B2). Thus, the majority of cNTS neurons with projections
to the LC were stimulated by hypercapnia, whereas the majority of LC neurons with

projections to the cNTS were inhibited.

Interconnections among chemosensitive brain regions

Figure 9 shows a schematic representation of the interconnections among several
putative chemosensitive regions of the brain, based on the retrograde labeling. These
regions are MR, RTN, PAG, KF, Pre-Bo6tz/B6tz, RVL, iNTS, and contralateral LC with
potential projections to the caudal NTS (blue arrows) or to the LC (red arrows). The
thicker arrows indicate more numerous neurons interconnecting the regions and the thin
arrows indicate far fewer neurons making interconnections between the regions (based
on Table 1). Based on our electrophysiological studies, most of the neurons that project
from cNTS to LC were stimulated by hypercapnia so we assumed that these projections

are excitatory (+?), whereas most of the neurons that project from LC to cNTS were



inhibited by hypercapnia so we assumed that these projections are inhibitory (-?). It is
clear from this figure that there are numerous interconnections among various

chemosensitive regions and at least some of these interconnections carry chemosensitive

information.



DISCUSSION

In this study we have used neonatal rats to look at the afferent projections from a
variety of brain regions to two brainstem regions that have been implicated in central
chemoreception, the LC and the cNTS (Nattie and Li, 2009; Nattie, 2011). We have
further done some initial studies to characterize the functional connections between
these two regions using electrophysiological techniques. We find extensive potential
for neural interconnections among numerous putative central chemosensitive regions
and find that the neurons which interconnect the cNTS and the LC are capable of
carrying chemosensitive information, further indicating that the central chemosensitive

network is both anatomically and functionally complex, even in neonatal rats.

Afferent projections to the LC

Based on our findings (Figure 3 and Table 1), LC neurons in neonatal rats
appear to receive afferent projections from many regions involved in cardiorespiratory
and autonomic control including cNTS, RTN, PAG, MR, KF and PB, Amb/RVL/CVL,
Pre-Botz, Botz, DR, INTS, cLC, dHyp and pHyp. Our results in neonatal rats agree in
general with a previous study by Cedarbaum and Aghajanian (1978) in adult rats with
horseradish peroxidase (HRP) injected into LC. These authors showed a similar
retrograde labeling pattern in hypothalamus, DR, PB and NTS. Previous anatomical
studies using adult rats have described afferents to the LC from neurons of the DR
(Conrad et al., 1974; Bobillier et al., 1976; Luppi et al., 1995) and MR (Sim and Joseph,
1992); 7n (Lee et al., 2009), PAG (Ennis et al., 1991; Van Bockstaele and Aston-Jones,
1992; Luppi et al., 1995; Odeh and Antal, 2001; Lee et al., 2005), NTS (Van Bockstaele

and Aston-Jones, 1992; Van Bockstaele et al., 1999), hypothalamic areas (Conrad and



Pfaff, 1976a,b; Saper et al., 1976; Swanson, 1976, 1977; Swanson and Cowan, 1977;
Luppi et al., 1995; Lee et al., 2005; Reyes et al., 2005), KF (Luppi et al., 1995), and PB
(Luppi et al., 1995). Taken together, these results indicate that afferent projections to
LC neurons in neonatal and adult rats are similar and involve numerous regions

putatively involved in the central chemosensitive network.

Some caution has to be taken when we infer afferent projections from relatively
small, highly localized areas. For instance, the RTN involves a rather localized region
of chemosensitive neurons near the facial nucleus (Mulkey et al., 2004). While we did
observe some retrograde labeling near the facial nucleus, other data from Rosin et al.
(2006) contradict our conclusion that RTN neurons project to the LC. These authors
used anterograde labeling from RTN neurons in adult rats and did find a few labeled
neurons in the sub-coerulear area, but they concluded that RTN neurons do not project
to the LC. This accounts for the “?”” on this connection in Figure 9. A similar concern
applies to the very small pre-Botz/Botz regions where anterograde labeling studies in
adult rats did not indicate projections to the LC (Ellenberger and Feldman, 1994). It
could be that projections from these regions to the LC exist in neonates but not in adults

but such a conclusion would require further study.

In relation to PAG, is important to say that the retrograde labelling saw on LC+
group and Peri LC were concentrated on ventral region. PAG is divided into four
longitudinal columns (dorsomedial, dorsolateral, lateral, and ventrolateral) that are
proposed to have differing functions (Carrive and Bandler, 1991; Bandler et al., 1991).
Our findings are in agreement with other studies described on literature that showed cell
bodies of neurons projecting from the PAG to the LC are spread throughout the PAG,

but they are most concentrated within the ventrolateral column (Morgane and Jacobs,



1979; Mantyh, 1983; Aston-Jones et al., 1991; Luppi et al., 1995; Bajic and Proutfit,

1999; Odeh and Antal, 2001).

It is well known that the dendrites of LC neurons ramify heavily and selectively
in the rostromedial pericoerulear region (Aston-Jones et al., 1991; Van Bockstaele et al.,
2001). The innervations of dendrites in peri-LC areas may have a significant influence
on the activity of LC neurons because some studies have shown that LC processes may
interact directly via electrotonic coupling (Williams et al., 1991; Huang et al., 1997,
Dean et al., 1997; Veznedaroglu et al., 1998). This could explain why the Peri LC
injected group show a similar pattern of retrograde labeling as the LC+ group (Table 1).
Regardless, it is clear that the LC is receiving considerable afferent input from regions
involved in the central chemosensitive network, which could account for the ability of
serotonergic nerve endings (perhaps from the raphé) to modulate the activity of LC
neurons (Cedarbaum and Aghajanian, 1978; Van Bockstaele, 2000) and is consistent
with LC neurons exhibiting a level of activity that is modulated at respiratory frequency

(Oyamada et al., 1998).

Afferent projections to the cNTS

When rhodamine was injected into the cNTS, the retrograde labeling pattern of
the brainstem was smaller and more difficult to identify compared to LC injections.
Further, fewer projections to ctNTS were found compared with the LC afferents (Table

1).

Similar to LC, cNTS neurons from neonatal rats appear to receive afferent
projections from numerous regions involved in cardiorespiratory and autonomic control

(Figure 4 and Table 1), including Amb/RVL/CVL, INTS, Boétz, dHyp and IHyp, cLC



and LC, MR, PAG and RTN. Our results, in neonatal rats, of extensive afferent
projections to the cNTS agree with numerous more restricted studies in adult rats.
Afferent projections to the cNTS have previously been observed from the ventral
medullary respiratory group, and specifically from the RVL, and Pre-B6tz/Botz (Alheid
et al., 2011). Finally, projections from Hyp to cNTS have also been shown (Van der
Kooy et al., 1984). These results are in agreement with our present report, suggesting

that as with LC, projections to the cNTS in neonates and adults are similar.

The cNTS Miss group showed little to no retrograde labeling compared to the
group where rhodamine injections were clearly in the cNTS (cNTS +) (Table 1), which

shows the specificity of the afferent projections for the cNTS.

The numerous projections from the ventral medullary respiratory group,
including Amb/RVL/CVL, Pre-Botz/Botz as well as the RTN strongly suggest that the
cNTS is closely related with the regulation of breathing. In fact, cNTS has been
suggested to be a site for integration of respiratory, cardiovascular and gastroesophageal
systems that work together to eliminate CO, during acute and chronic respiratory

acidosis to restore pH homeostasis (Dean and Putnam, 2010).

Functional connections between the cNTS and LC

We find considerable anatomical connections among various brainstem regions
that are believed to be a part of the central chemosensitive network. Since these regions
are involved in more than just the control of breathing it is likely that some of the
anatomical corrections are for functions other than respiration. For instance, it is well
known that the control of breathing is state dependent, changing with sleep or

anesthesia (Nattie, 2001; Kuwaki et al., 2010). Orexin has been proposed to contribute



to state-dependent control of ventilation and orexinergic neurons are located in the
hypothalamus, including the IHyp, the dHyp and the PA (Kuwaki et al., 2010). We find
here that neurons from these regions project to the cNTS and the LC (Table 1). It is
thus possible that some of the afferent projections from the hypothalamus to the cNTS
and the LC, observed in the current study, represent orexinergic neurons that participate

in state-dependent control of breathing.

We hypothesized that some of the afferent connections between chemosensitive
regions of the brainstem directly carry chemosensitive information from one area to
another. This would most likely take the form of intrinsically chemosensitive neurons
from one region projecting to another chemosensitive region. The ventilatory response
to hypercapnia is largely mediated by CO,-sensitive neurons in the brainstem, referred
to as central chemosensitive neurons (Coates et al., 1993; Nattie, 2001; Scheid et al.,
2001; Putnam et al., 2004; Ritucci et al., 2005). In the present study, to verify if a
neuron was chemosensitive, we tested if the firing rate of the neuron was altered by
changes in CO,/H" (Figure 7A1, A2). We also tested if chemosensitive neurons were
intrinsically responsive to changes of CO,/H; by exposing neurons to altered levels of

CO4/H; in the presence of synaptic block media (Figure 7B1, B2).

We found such evidence for chemosensitive neurons projecting between the
cNTS and the LC (Figures 7 and 8). Neurons that project from the cNTS to the LC and
from the LC to the cNTS had altered firing rate responses to hypercapnic acidosis that
persisted in the presence of SNB. In order to optimize our chances of detecting a
chemosensitive neuron, we challenged patched neurons with hypercapnic solutions of
15% CO,. However, we have found that these neurons also respond with altered firing
rates to hypercapnia of 10% CO, and even 7% CO, (Dean et al., 1990; Ritucci et al.,

2005), from a basal condition of 5% CO,. Further, these responses have been shown to



be intrinsic in that SNB does not alter either the percentage of neurons that respond to
hypercapnia nor the magnitude of that response in neurons from either the cNTS
(Conrad et al., 2009) or the LC (Nichols et al., 2008). In older neonates, 45-50% of the
neurons from the cNTS have firing rates that are increased by hypercapnic acidosis,
while only 5-10% have firing rates that are inhibited by hypercapnic acidosis (Conrad et
al., 2009). In neurons from the LC, between 20-40% of the neurons have firing rates
that are increased by hypercapnic acidosis (Nichols et al., 2008; Gargaglioni et al.,

2010) with no reported neurons that are inhibited by hypercapnic acidosis.

Given the above percentages, our findings in this study are surprising. Of five
cNTS neurons that have afferent projections to the LC that we were able to patch, four
had firing rates that were increased by hypercapnia. These findings suggest that a high
percentage of ctNTS neurons that have afferent projections to the LC are intrinsically
chemosensitive. Even more surprising, two of the three LC neurons with afferent
projections to the ctNTS that we were able to patch, were inhibited by hypercapnia. We
have very occasionally seen LC neurons in the past that were inhibited by hypercapnic
acidosis but the percentage is so low that such inhibited neurons have never been
reported previously for the LC. Thus, our finding that two of the three neurons we
patched that project to the cNTS from the LC were inhibited by hypercapnic acidosis
suggests that highly specialized LC neurons are the ones with afferent projections to the

cNTS. We do not currently know the nature of these neurons.

Based on these functional measurements, we assume that upon exposure to
hypercapnia cNTS neurons provide excitatory input to the LC (+? in Figure 9) while LC
neurons provide inhibitory input to the cNTS (-? in Figure 9). These conclusions are
based on the assumption that both types of neurons that we are studying have an

excitatory neurotransmitter phenotype, but this needs to be confirmed experimentally.



Nevertheless, it is clear that the anatomical connections between the ctNTS and the LC
carry functional information about changes in the levels of CO,/H*. This has recently
been confirmed for another part of the respiratory network, where cNTS neurons that
are responsive to acidosis have been shown to project to the ventral respiratory column
(Huda et al., 2012). Thus, the sharing of chemosensitive information among various

regions of the central chemosensitive network may be widespread.

Significance

The main conclusion from this study is that there are extensive anatomical
connections between different regions shown to be involved in central chemosensitivity
in neonatal rats. These findings agree with other studies suggesting extensive inter-
connections among many of these regions in adult rats. Our findings clearly indicate
that these connections are present in neonatal rats 14-20 days after birth and probably at
least as early as 7-10 days post birth. This indicates that the central chemosensitive
network is a complex network starting early in development. There can be little doubt
that some of the anatomical connections here serve to modulate the chemosensitive
response of neurons from a given area. An excellent example of such modulation is the
ability of serotonergic neurons from the raphé to alter the CO,-sensitivity of RTN
neurons (Li et al., 2006; Dias et al., 2008) and the firing rate of LC neurons (Pickel et
al.,, 1977; Haddjeri et al., 1997). Other anatomical connections within the
chemosensitive network undoubtedly contribute to state dependent control of breathing,
as shown with hypothalamic orexinergic neurons (Kuwaki et al., 2010; Nattie and Li,

2012).



The data presented here (Figures 7 and 8) and that of others (Huda et al., 2012)
suggest that there is also direct exchange of chemosensitive information between central
chemosensitive areas through the extensive anatomical coupling that we observed
(Figure 9). Thus the alteration of firing rate by hypercapnic acidosis in chemosensitive
neurons from one area can directly result in altered firing rate in neurons from other
chemosensitive regions. We directly display this for neurons from the cNTS and the LC

(Figure 9).

These data may offer insight into some unexplained findings in the field of
central chemosensitivity. In an early study that showed multiple sites of central
chemosensitivity, focal injections of acetazolamide created focal acidosis that increased
integrated phrenic nerve activity (a measure that correlates with increased breathing)
from a number of focally injected sites, including those in the ventrolateral medulla, the
NTS and the LC (Coates et al., 1993). What was interesting was that compared to the
maximum integrated phrenic nerve activity in response to high levels of inspired CO,,
many of the focally injected sites led to large increases of the integrated phrenic nerve
activity that was nearly 25% of the maximal response to inspired CO,, under which
conditions all chemosensitive neurons would be stimulated. Thus, the sum of the
phrenic nerve response to all of the focal injections far exceeded the maximal response
to inspired CO, (Coates et al.,, 1993). This discrepancy prompted the authors to
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speculate that the “...central chemoreceptor system is designed to produce a large
change in ventilation in response to stimulation of a small fraction of the population of
central chemoreceptors...” (Coates et al., 1993). Such a situation could arise if the
chemosensitive response of one area was being shared with additional chemosensitive

areas. Thus, based on our data, a focal stimulation of the cNTS could activate

chemosensitive neurons within the LC through afferent projections from chemosensitive



neurons in the cNTS and thereby magnify the overall response to a focal stimulation.
Such an arrangement of the chemosensitive network could also account for a similar
discrepancy in ablation studies of certain chemosensitive regions. For instance,
chemical ablation of LC neurons results in a 64% reduction in the ventilatory response
to inspired CO, of 7% (Biancardi et al., 2008), whereas inhibition of both the caudal
medullary raphe and the RTN reduced the ventilator response to inspired 7% CO, by
51% (Li et al., 2006). Findings such as these suggest that the chemosensitive network is
an interdependent system which consists of many chemosensitive regions (Nattie,
2011). Our description of functional interconnections of chemosensitive neurons

between the cNTS and the LC are entirely consistent with an interdependent system.

Finally, our work suggests several research challenges for the future. The major
challenge is to describe the neurotransmitter phenotype of the afferent projecting
neurons between various chemosensitive regions to determine the proportion of neurons
that are modulatory (e.g. positive for serotonin or orexin), that are excitatory and that
are inhibitory. Much more electrophysiological work needs to be done to determine the
extent to which intrinsically chemosensitive neurons project between different
chemosensitive regions, and these studies need to be combined with
immunohistochemical studies to determine what neurotransmitters are released by these
projecting chemosensitive neurons. Only then will we truly be able to describe what
information is exchanged between different chemosensitive regions in response to

hypercapnic acidosis.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Microinjection of rhodamine beads into the LC of neonatal rats. A,B, LC Hit.
A: A brightfield image and B: a fluorescence image of a brainstem slice containing the
LC. For orientation, the floor of the 4th ventricle and the midline of the slice are
indicated (white arrows). The location of the LC is outlined by the white dotted ellipse.
Note in the fluorescence image that the rhodamine beads (red fluorescence) lie entirely
within the LC. C,D, LC-Miss. C: A brightfield image D: a fluorescence image of a
brainstem slice containing the LC. For orientation, the floor of the 4th ventricle and the
midline are indicated (white arrows). The LC is outlined by the white dotted ellipse.
Note in the fluorescence image that the rhodamine beads (red fluorescence) lie entirely
out of the LC. E,F, Peri LC. E: A brightfield image F: a fluorescence image of a
brainstem slice containing the LC. For orientation, the cerebellum, the floor of the 4th
ventricle and the midline of the slice are indicated (white arrows). The location of the
LC is outlined by the white dotted ellipse. Note in the fluorescence image that the
rhodamine beads (red fluorescence) do not lie within the LC but in an adjacent area
abutting the LC, or the peri-LC. G,H, LC and Cerebellum Hit. G: A brightfield image
H: a fluorescence image of a brainstem slice containing the LC. For orientation, the
cerebellum and the 4th ventricle are indicated (white arrow). The LC is outlined by the
white dotted ellipse. Note in the fluorescence image that the rhodamine beads (red
fluorescence) lie entirely in the LC as well as within the cerebellum. The calibration bar

in each image represents 300 pm.

Figure 2. Microinjection of rhodamine beads into the cNTS of neonatal rats. A,B, NTS
Hit. A: A brightfield image and B: a fluorescence image of a brainstem slice containing
the cNTS. For orientation, the general area of the hypoglossal (Hy) nucleus is marked,
and the central canal (CC), the area postrema (AP), the dorsal motor nucleusof the
vagus (DMN) and the NTS are delineated by white dotted lines. Note in the
fluorescence image that the rhodamine beads (red fluorescence) lie entirely within the
NTS. C,D, HTS Miss. C: A brightfield image and D: a fluorescence image of a
brainstem slice containing the cNTS. For orientation, the central canal (CC), the area
postrema (AP), the dorsal motor nucleus of the vagus (DMN) and the NTS are
delineated by white dotted lines. Note in the fluorescence image that the rhodamine



beads (red fluorescence) lie entirely outside of the NTS. The calibration bar in each

image represents 300 um.

Figure 3. Schematic drawings of four different slices showing red dots for retrogradely-
labeled neurons in different regions from neonatal rats injected with rhodamine beads in
the LC. The schematic drawings are taken from Paxinos and Watson (1997). Each red
dot represents a distinct area of rhodamine fluorescence. Amb/RVL/CVL: ambiguus
nucleus/rostroventrolateral reticular nucleus/caudoventrolateral reticular nucleus; AP:
area postrema; cNTS (im): caudal nucleus of the solitary tract intermediate part; 10:
inferior olive; LC: locus coeruleus; MVePC: medial vestibular nucleus, parvicellular
part; PAG: periaqueductal gray; PB: parabrachial nucleus; Py: pyramidal tract; RTN:

retrotrapezoid nucleus; sp5: spinal trigeminal tract.

Figure 4. Schematic drawings of four different slices showing red dots for retrogradely-
labeled neurons in different regions from neonatal rats injected with rhodamine beads in
the cNTS. The schematic drawings are taken from Paxinos and Watson (1997). Each
red dot represents a distinct area of rhodamine fluorescence. Amb/RVL/CVL: ambiguus
nucleus/rostroventrolateral reticular nucleus/caudoventrolateral reticular nucleus; AP:
area postrema; B4: B4 serotonin cells; Botz: Botzinger; 10: inferior olive; IRt:
intermediate reticular nucleus; LC: locus coeruleus; Mo5: motor trigeminal nucleus;
MVePC: medial vestibular nucleus, parvicellular part; NTS: nucleus tractus solitarii;
PAG: periaqueductal gray; PB: parabrachial nucleus; Py: pyramidal tract; RTN:
retrotrapezoid nucleus; sp5: spinal trigeminal tract.

Figure 5. Confocal images of retrogradely-labeled neurons after injection of rhodamine
beads into the LC (A,B,C,D) or into the cNTS (E,F). All images shown are merged Z
stack images. A,B: Neuronal cell bodies from the cNTS loaded with rhodamine beads
(red fluorescence) (white arrows) indicating that neurons from the cNTS have afferent
projections to the LC. Note multiple rhodamine beads in each soma indicating heavy
retrograde labeling. C: A neuronal cell body from the area of the RTN loaded with
rhodamine beads (red fluorescence) (white arrow). Note there are several rhodamine
beads in the soma. D: Neuronal cell bodies from the PAG loaded with rhodamine beads
(red fluorescence) (white arrows) indicating that neurons from the PAG have afferent
projections to the LC. Note multiple rhodamine beads in each soma. Also note the

presence of rhodamine beads in a neuronal process (blue arrows). E,F: Neuronal cell



bodies from the LC loaded with rhodamine beads (red fluorescence) (white arrows)
indicating that neurons from the LC have afferent projections to the cNTS. Note
multiple rhodamine beads in each soma indicating heavy retrograde labeling. Also note
the presence of rhodamine beads in neuronal processes (blue arrows in F). PAG:
periaqueductal gray; RTN: retrotrapezoid nucleus. The calibration bar in each image

represents 50 um.

Figure 6. Top panels: Neurons from the cNTS that have been retrogradely labeled with
rhodamine beads injected into the LC. In the left panel is indicated a cNTS neuronal cell
body with numerous rhodamine beads (white arrow). This neuron was patched and
studied electrophysiologically and then loaded with Lucifer Yellow (LY). In the right
panel the same neuron seen in the left panel shows extensive loading with LY (green
fluorescence) with several yellow dots that indicate the overlap of the rhodamine beads
seen in the left panel with LY (white arrow). Note a separate neuron that is loaded with
rhodamine beads but not with LY (blue arrow). Lower panels: In the left panel is a
neuron from the LC that has been retrogradely labeled with rhodamine beads (white
arrow) injected into the cNTS. This neuron was studied electrophysiologically and then
loaded with Lucifer Yellow (LY), but at the end of the recording, the neuron was
damaged (white arrow). It is clear that the LY-loaded neuron is in the same location as
the rhodamine-labeled neuron in the left panel. All images shown are merged Z stack

images. The calibration bar in each image represents 50 um.

Figure 7. A: The firing response to hypercapnia (whole cell patch in current clamp) of a
neuron from the caudal NTS that contains rhodamine beads retrogradely labeled from
the LC, the site of rhodamine bead injection. Al: The firing rate response to
hypercapnic acidotic solution (15%C02) in the presence of aCSF. A2: The integrated
firing rate (action potentials per 10 seconds) in normocapnic (5% CO2) and hypercapnic
(15% CO2) solutions. B1: The firing rate response of the same neuron as in A to
hypercapnic acidotic solution (15% CO2) in the presence of synaptic block medium
(SNB). B2: The integrated firing rate of the same neuron as in A in normocapnic (5%
CO2) and hypercapnic (15% CO2) SNB solution. Note that hypercapnia reversibly
increased the firing rate of this cNTS neuron that projects to the LC even in the presence
of SNB solution.



Figure 8: A: The firing response to hypercapnia (loose cell patch in current clamp) of a
neuron from the LC that contains rhodamine beads retrogradely labeled from the cNTS,
the site of rhodamine bead injection. Al: The firing rate response to hypercapnic
acidotic solution (15% CO2) in the presence of aCSF. A2: The integrated firing rate
(action potentials per 10 seconds) in normocapnic (5% CO2) and hypercapnic (15%
CO2) solutions. B1: The firing rate response of the same neuron as in A to hypercapnic
acidotic solution (15% CQO2) in the presence of synaptic block medium (SNB). B2: The
integrated firing rate of the same neuron as in A in normocapnic (5% CO2) and
hypercapnic (15% CO2) SNB solution. Note that hypercapnia reversibly decreased the
firing rate of this LC neuron that projects to the ctNTS even in the presence of SNB

solution.

Figure 9. Schematic diagram of the interconnections among several putative
chemosensitive regions of the brainstem, based on our retrograde labeling data. Red
arrows indicate afferent projections to the LC while blue arrows represent
afferentprojections to the cNTS. Thicker arrows indicate stronger retrograde labeling
and thus more projecting neurons while thinner arrows represent weaker labeling and
thus fewer projecting neurons. The “?” with the red arrows from RTN and from Pre-
Bo6tz/ Botz /RVL indicates that these connections conflict with published data and are
thus questionable.The blue arrow connecting LC to cNTS is marked with a “-?” to
indicate that this connection may be inhibitory (based on the electrophysiology data) but
that this is uncertain until the predominant neurotransmitter of these neurons is known.
The red arrow connecting cNTS to LC is marked with a “+?” to indicate that this
connection may be excitatory (based on the electrophysiology data) but that this is
uncertain until the predominant neurotransmitter of these neurons is known. cNTS:
caudal region of the nucleus of the solitary tract near the area postrema; contralateral
LC: locus coeruleus on the side opposite the site of injection; intermediate NTS: nucleus
of the solitary tract, intermediate part; LC: locus coeruleus; PAG: periaqueductal gray;
RTN: retrotrapezoid nucleus; Bo6tz: Botzinger complex; pre-Botz: pre-Botzinger

complex; RVL: rostroventrolateral reticular nucleus.

Table 1: Numbers of retrogradely labeled neurons in various brainstem regions from
rhodamine injections into either the LC or the cNTS.



LC" |LC+Cereb |Peri LC|LC Miss|cNTS"|cNTS Miss
) DIENCEPHALON
Hypothalamus
Dorsomedial Hypothalamus 2 1—-2 0—-2 0 2 0—1
Lateral Hypothalamus 2 23 1 0—-1 2 0—1
Perifornical Area 01 0—-1 0—1 0 0 0
Posterior Hypothalamus 152 1-3 0—2 0 1 0—>1
I1) MESENCEPHALON
Periaqueductal Gray [3] 2 — 3] [2 — 3] 0 1 -2 1
I11) PONS
Dorsal Raphé 1 -2 1 0—-1 0 1 0
LC contralateral or LC 1—3 253 12 0 1-2 0—-1
Parabrachial Nuclei 3 2—3 3 02 01 0
Kélliker-Fuse [3] 2 [1 — 2] 0 2 0
1V) MEDULLA
Amb/RVL/CVL 2 2 2 0 1—-2 1
Area Postrema 152 1 0—-1 0 ND ND
Pre-Botz/Botz 2 1 1 0 1 -2 0
Caudal NTS 2—3 3 1—-3 0 ND ND
Facial 2 1-2 1—-2 0 1 0—1
Intermediate NTS 2 1-2 2 0 3 0—-1
10 1—3 2 1 0—-1 1 0—-1
LRtPC/LRt 3 2—3 1 0 1—-2 0
Medullary Raphé [2—3]| [2—3] 2—3 0 1-2 0—1
py 2—3 2 1—2 0—1 1-2 0—2
Retrotrapezoid Nucleus 2—3 3 1—2 0—-1 2 0
sp5 2 1—-2 1 -2 152 | 152 1—2
SpVe/Mve 1 1 -2 1 0—-1 | 153 0—1
Scoring: 0-1 neuron: —; 2-5 neurons: +; 6-10 neurons: ++; >10 neurons: +++. An “—”

indicates different levels of scoring in regions from different rats. In general regions

from 3 rats were scored. A bold symbol indicates that two of the slices had that value.

Symbols in “[ ]” are taken from only 2 rats. ND: not determined.
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Figure 7:

Rhodamine-loaded cNTS neuron
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Figure 8:

Rhodamine-loaded LC neuron
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Figure 9:
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