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LISTA DE ABREVIATURAS

ADbNA: atividade do nervo abdominal
ACh: acetilcolina

AChE: acetilcolinesterase

AP: area postrema

ATR: atropina

cc: canal central

Cu: nucleo cuneato

cVNA: atividade do nervo vago cervical
CVL.: bulbo caudoventrolateral

CSN: nervo carotideo sinusal

E2: expiragéo

EPM: erro padrdo da média

Gr: ndcleo gracile

HNA: atividade do nervo hipoglosso
Insp: inspiracéo

KCN: cianeto de potassio

Late-E: final da segunda fase da expiracéo
MEC: mecamilamina

NTS: ndcleo do trato solitario

NTSc: ndcleo do trato solitario comissural
NTSi: nacleo do trato solitario intermediario
PA: pressdo arterial

PHY': fisostigmina

PNA: atividade do nervo frénico

Post-1: pds-inspiracéo

Pre-1: periodo pré-inspiratério

RTN: nucleo retrotrapezoéide

RVL: bulbo rostroventrolateral

SNA: atividade do nervo simpatico toracico
SNC: sistema nervoso central

X: nucleo dorsal motor do vago

XI1: nicleo hipoglosso
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foram expressos como média = EPM. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas

repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. * nicotina 5 mM diferente de veiculo.36

Figura 10. Efeitos da microinjecdo de nicotina no NTSc sobre o acoplamento simpato-
respiratério. Observe o pico de SNA coincidente com o final do periodo Insp e inicio do
periodo Post-1 em condicdes basais e com injecdo de veiculo. A injecdo de nicotina 5 mM no
NTSc promoveu uma inibicdo da SNA durante o periodo Insp e um aumento durante o
periodo Post-1. O gréafico de barras demonstra as variacfes da atividade simpatica durante as
trés fases do ciclo respiratorio sob condicOes basais e apds a microinjecdo de veiculo e
nicotina 5 mM no NTSc. O pico da atividade simpatica foi normalizado a 100% e o nivel de

ruido a 0%. E2, fase expiratéria; Insp, fase inspiratoria; Post-I, fase pds-inspiratéria. Os
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resultados foram expressos como média £ EPM. Andlise estatistica: ANOVA de uma via,
medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls............ccoocvvvviiniiiinninininennnns 37

Figura 11. Neurograma original e integrado (J) representativo da HNA obtido de uma
preparacdo in situ coragdo-bulbo-hipotalamo. A nicotina 5 mM microinjetada no NTSc
promoveu aumento na amplitude do nervo hipoglosso. O grafico demonstra o efeito da
microinjecdo de nicotina 5 mM no NTSc sobre a amplitude do nervo hipoglosso durante 1
min. Os resultados foram expressos como média £ EPM. Analise estatistica: ANOVA de duas
vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. * nicotina 5 mM diferente

8 VBICUID. ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e et et e eeeeeeae e et eeeeeeeeeeeeaaaeees 38

Figura 12. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA obtidos de uma preparagéo
in situ coracdo-bulbo-hipotdlamo. A microinjecdo de nicotina 5 mM no NTSc promoveu
aumento na duracgdo do periodo pré-1 do nervo hipoglosso. No grafico, observamos as médias
de uma sequéncia de 21 ciclos respiratérios consecutivos, sendo 10 no periodo basal e 11 ap6s
a microinjecdo de nicotina 5 mM no NTSc, ocorrida no momento 0. Note o aumento no pre-I
do hipoglosso imediatamente ap6s a injecdo de nicotina no NTSc. Os resultados foram
expressos como média + EPM. Analise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas,

associada ao teste Student Newman-Keuls. * nicotina 5 mM diferente de veiculo.................. 39

Figura 13. Neurograma original e integrado (J) representativo da ¢cVNA obtido de uma
preparacdo in situ coragdo-bulbo-hipotalamo. A nicotina 5 mM microinjetada no NTSc
promoveu aumento na amplitude do pico pés-inspiratorio do nervo vago. O grafico demonstra
o efeito da microinjecdo de nicotina 5 mM no NTSc sobre a amplitude do nervo vago ao
longo de 1 min. Os resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica:
ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. *

nicotina 5 MM diferente de VEICUIO........ccceeeeeeeeeee et 40

Figura 14. Efeitos das microinjecdes de concentracgdes crescentes de carbacol no NTSc sobre
a SNA (A) e frequéncia respiratdria (B). As concentragfes de 1 e 5 mM promoveram aumento
da SNA enquanto que a de 10 mM diminuiu da frequéncia do nervo frénico. A microinjecao
de veiculo, assim como as concentragfes de 0,01 e 0,1 mM de nicotina ndo promoveram
alteracOes significativas. Os resultados foram expressos como meédia = EPM. Anélise

estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-
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Keuls. t nicotina 1 mM diferente de veiculo; * nicotina 5 mM diferente de veiculo; # nicotina

10 MM difEreNte e VEICUIO. ...ttt 41

Figura 15. Neurograma original e integrado (]) representativo da SNA obtido de uma
preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotdlamo. Observe a simpatoexcitacdo induzida por
carbacol 5 mM microinjetado no NTSc, resultando em aumento na pressdo de perfusdo (PP).
O gréfico demonstra os efeitos da microinjecdo de carbacol 5 mM no NTSc sobre a SNA. Os
resultados foram expressos como média £ EPM. Anélise estatistica: ANOVA de duas vias,
medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. * carbacol 5 mM diferente de

VI CUL O e et e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e ————aaae e e e a e —— 42

Figura 16. Neurograma original e integrado (]) representativo da PNA obtido de uma
preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotalamo (A). A microinjecao de carbacol 5 mM no NTSc
ndo promoveu alteracdes significativas na frequéncia respiratéria (B). Em (C), observamos o
aumento sobre a amplitude do nervo frénico durante 1 min ap6s a microinjecao de carbacol no
NTSc. Os resultados foram expressos como média + EPM. Andlise estatistica: ANOVA de

duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls...........cc.cccocvervenene. 43

Figura 17. Efeitos da microinjecdo de carbacol no NTSc sobre o acoplamento simpato-
respiratorio. Observe o pico de SNA coincidente com o final do periodo Insp e inicio do
periodo Post-1 em condi¢bes basais e com injecdo de veiculo. A injecdo de carbacol 5 mM no
NTSc promoveu uma inibicdo da SNA durante o periodo Insp e um aumento durante o
periodo Post-1. O gréfico de barras demonstra as variaces da atividade simpética durante as
trés fases do ciclo respiratério sob condicGes basais e apds a microinjecdo de veiculo e
carbacol 5 mM no NTSc. O pico da atividade simpatica foi normalizado a 100% e o nivel de
ruido a 0%. E2, fase expiratoria; Insp, fase inspiratéria; Post-l, fase pos-inspiratoria. Os
resultados foram expressos como média £+ EPM. Andlise estatistica: ANOVA de uma via,

medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. # diferente de E2.................... 44

Figura 18. Neurograma original e integrado (J) representativo da HNA obtido de uma
preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotdlamo. A microinjecdo de carbacol 5 mM no NTSc
promoveu aumento na amplitude do nervo hipoglosso. No grafico observamos esse aumento
na amplitude do nervo hipoglosso durante 1 min. Os resultados foram expressos como média
+ EPM. Analise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste

Student Newman-Keuls. * carbacol 5 mM diferente de veiculo.......ccooevvee 45
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Figura 19. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA obtidos de uma preparagéo
in situ coragdo-bulbo-hipotalamo. A microinjecdo de carbacol 5 mM no NTSc promoveu
aumento na duracédo do periodo pré-1 do nervo hipoglosso. No gréafico, estdo representados as
médias de 21 ciclos respiratorios consecutivos, sendo 10 no periodo basal e 11 apds a
microinjecédo de carbacol 5 mM no NTSc, ocorrida no momento 0. Observe o aumento no pre-
I do hipoglosso imediatamente ap6s a injecdo de carbacol no NTSc. Os resultados foram
expressos como média + EPM. Analise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas,

associada ao teste Student Newman-Keuls. * carbacol 5 mM diferente de veiculo................. 46

Figura 20. Neurograma original e integrado (J) representativo da ¢cVNA obtido de uma
preparacdo in situ coragdo-bulbo-hipotalamo. A microinjecdo de carbacol 5 mM no NTSc
promoveu aumento na amplitude do pico pds-inspiratorio do nervo vago. O grafico demonstra
o efeito da microinjecao de carbacol 5 mM no NTSc sobre a amplitude do nervo vago durante
1 min. Os resultados foram expressos como média + EPM. Andlise estatistica: ANOVA de
duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. * carbacol 5 mM

QIFEIENTE B VEICUIO. ... et e e e e ettt e e e e e e e e eeaens 47

Figura 21. Neurogramas originais e integrados () representativos da SNA e pressdo de
perfusdo (PP) obtidos de uma preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotdlamo. Observe a
simpatoinibicdo induzida pela ACh 10 mM microinjetada no NTSc apds a microinjecdo de
PHY 1 mM no mesmo local. O gréafico demonstra o efeito da microinjecdo de ACh 10 mM no
NTSc sobre a SNA ao longo de 1 min, antes e ap6s PHY 1 mM. Os resultados foram
expressos como média + EPM. Analise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas,

associada ao teste Student NeWmMan-KEUIS, N=8.......eee oo 48

Figura 22. Neurogramas originais e integrados (]) representativos da PNA obtidos de uma
preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. Apds o bloqueio da AChE com PHY, a ACh 10
mM microinjetada no NTSc promoveu bradipnéia. O grafico demonstra o efeito da ACh 10
mM no NTSc sobre a frequéncia respiratéria durante 1 min. Os resultados foram expressos
como média + EPM. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada

a0 teste Student Newman-KeUIS, N=8......cooo e 49

Figura 23. Neurogramas originais e integrados (]) representativos da PNA obtidos de uma
preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotadlamo. Observe o aumento na amplitude do nervo
frénico apos o bloqueio da AChE pela PHY. O grafico demonstra o efeito da ACh 10 mM no
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NTSc sobre a amplitude do nervo frénico durante 1 min. Os resultados foram expressos como
média =+ EPM. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao

teste Student NeWMaAN-KEUIS, NT8... ... ettt e e e e e e e e e eaee e 50

Figura 24. Neurogramas originais e integrados (]) representativos da HNA obtidos de uma
preparacdo in situ coragdo-bulbo-hipotdlamo. A ACh 10 mM microinjetada no NTSc
promoveu aumento na amplitude do nervo hipoglosso. O grafico demonstra a potencializagdo
do efeito da ACh apds a microinjecdo de PHY 1 mM no NTSc sobre a amplitude do nervo
hipoglosso durante 1 min. Os resultados foram expressos como média £ EPM. Analise

estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-

Figura 25. Neurogramas originais representativos da HNA obtidos de uma preparacao in situ
coracdo-bulbo-hipotalamo. As areas sombreadas representam o pre-1 do HN. Observamos as
médias de uma sequéncia de 21 ciclos respiratérios consecutivos, sendo 10 no periodo basal e
11 apds a microinjecdo de ACh 10 mM no NTSc, ocorrida no momento 0. Note o0 aumento no
pre-1 do hipoglosso imediatamente apos a injecdo de ACh no NTSc, antes e apds o blogueio
da AChE pela PHY. Os resultados foram expressos como média £ EPM. Analise estatistica:

ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=8...52

Figura 26. Neurogramas originais e integrados (]) representativos da cVNA obtido de uma
preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotdlamo. A ACh 10 mM microinjetada no NTSc
promoveu aumento na amplitude do pico pés-inspiratorio do nervo vago. O grafico demonstra
a potencializacdo do efeito da ACh ap6s a microinjecdo de PHY 1 mM no NTSc sobre a
amplitude do nervo vago ao longo de 1 min. Os resultados foram expressos como média +
EPM. Anélise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student

NEWMAN-KKEUIS, N8ttt e e e e e e e et e e e e e e e e e reeaens 53

Figura 27. Neurogramas originais e integrados (]) representativos da SNA (A), PNA (B) e HNA (C)
obtidos de preparac@es in situ coracdo-bulbo-hipotdlamo em normoxia ou ap6s 24 h de hipoxia 10%
de O,. Os graficos de barras demonstram os efeitos hipoxia sobre os valores basais de SNA, PNA e
pre-1 do HNA. Os resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: teste t, *p <

0,000 VS, NOTIMIOXIA. et eeeeeeeeeeeee e e et e e e e et e e e e et e e e ee e eeee e e e eeee e e e seeeee s seee e s e seeeennnseeeennnseeeennneerennnseeees 60

Figura 28. Neurogramas integrados (/) representativos da SNA obtidos de uma preparagio in

situ coracdo-bulbo-hipotadlamo. O gréfico de barras demonstra os efeitos da injecdo de veiculo
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no NTSc sobre a SNA de animais previamente submetidos a hipoxia (O, 10%, 24 h). Os

resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: teste t pareado; n=4......61

Figura 29. Neurogramas integrados (]) representativos da SNA obtidos de uma preparagio in
situ coracdo-bulbo-hipotdlamo. O grafico de barras demonstra os efeitos da injecdo de
mecamilamina no NTSc sobre a SNA de animais previamente submetidos a hipdxia (O, 10%,
24 h). Os resultados foram expressos como média £ EPM. Analise estatistica: teste t pareado,
*P < 0,05 VS, DASAL; NT6.....eciieie et eae s 62

Figura 30. Neurogramas integrados ([) representativos da SNA obtidos de uma preparagio in
situ coracdo-bulbo-hipotdlamo. O grafico de barras demonstra os efeitos da injecdo de
atropina no NTSc sobre a SNA de animais previamente submetidos a hipoxia (O, 10%, 24 h).
Os resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: teste t pareado, *p <
0,05 VS, DASAL; NT8....iieeecei sttt 63

Figura 31. Neurogramas integrados (]) representativos da PNA obtidos de uma preparaco in
situ coragdo-bulbo-hipotalamo. Os gréficos de barras demonstram os efeitos da injecdo de
veiculo no NTSc sobre a frequéncia e amplitude do nervo frénico de animais previamente
submetidos a hipdxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média = EPM.

Andlise estatistica: teste t Pareado; NT4........cooiiiiiiieeee e 64

Figura 32. Neurogramas integrados (]) representativos da PNA obtidos de uma preparagdo in
situ coragdo-bulbo-hipotalamo. Os gréficos de barras demonstram os efeitos da injecdo de
mecamilamina no NTSc sobre a frequéncia e amplitude do nervo frénico de animais
previamente submetidos a hipoxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como

média £ EPM. Andlise estatistica: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; N=6..........c..ccecervrurnenn. 65

Figura 33. Neurogramas integrados (]) representativos da PNA obtidos de uma preparaco in
situ coragdo-bulbo-hipotalamo. Os gréficos de barras demonstram os efeitos da injecdo de
atropina no NTSc sobre a frequéncia e amplitude do nervo frénico de animais previamente
submetidos a hipdxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média = EPM.
Analise estatistica: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; N=8.........c.ccccevviiiiiiviei e 66

Figura 34. Neurogramas integrados (]) representativos da HNA obtidos de uma preparagio in
situ coracdo-bulbo-hipotadlamo. O gréfico de barras demonstra os efeitos da injecdo de veiculo

no NTSc sobre a amplitude do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos a
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hipoxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média £ EPM. Analise
estatistica: teste t PAreadO; NT4.......cvii i 67

Figura 35. Neurogramas integrados (J) representativos da HNA obtidos de uma preparacéo in
situ coracdo-bulbo-hipotalamo. O grafico de barras demonstra os efeitos da injecdo de
mecamilamina no NTSc sobre a amplitude do nervo hipoglosso de animais previamente
submetidos a hipoxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média + EPM.

Analise estatistica: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; N=6............ccccecvvveiiiiicie i 68

Figura 36. Neurogramas integrados () representativos da HNA obtidos de uma preparagéo in
situ coracdo-bulbo-hipotdlamo. O grafico de barras demonstra os efeitos da injecdo de
atropina no NTSc sobre a amplitude do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos
a hipoxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como media £ EPM. Analise

estatistica: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; N=8..........cccceiiiiiii i 69

Figura 37. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA obtidos de uma preparacédo
in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. O grafico de barras demonstra os efeitos da injecdo de
veiculo no NTSc sobre a duragdo do pre-l1 do nervo hipoglosso de animais previamente
submetidos a hipdxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média = EPM.

Andlise estatistica: teste t Pareado; NT4........cooiiiiiiieeee e 70

Figura 38. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA obtidos de uma preparagéo
in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. O grafico de barras demonstra os efeitos da injecdo de
mecamilamina no NTSc sobre a duracéo do pre-1 do nervo hipoglosso de animais previamente
submetidos a hipdxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média £ EPM.

Analise estatistica: teste t PAreatdo; N=6........cccvivvrieiereiise e 71

Figura 39. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA obtidos de uma preparacgéo
in situ coracgdo-bulbo-hipotalamo. O grafico de barras demonstra os efeitos da injecdo de
atropina no NTSc sobre a duracdo do pre-1 do nervo hipoglosso de animais previamente
submetidos a hipdxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como media £ EPM.
Analise estatistica: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; N=8.........c.ccccevviiiiiiviei e 72

Figura 40. Neurogramas integrados (J) representativos da cVNA obtidos de uma preparagio
in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. O grafico de barras demonstra os efeitos da injecdo de

veiculo no NTSc sobre a amplitude do nervo vago de animais previamente submetidos a
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hipoxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média £ EPM. Analise
estatistica: teste t PAread0; NT4.......cvii i 73

Figura 41. Neurogramas integrados (J) representativos da cVNA obtidos de uma preparacio
in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. O grafico de barras demonstra os efeitos da injecdo de
mecamilamina no NTSc sobre a amplitude do nervo hipoglosso de animais previamente
submetidos a hipoxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média + EPM.

Analise estatistica: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; N=6............ccccecvvveiiiiicie i 74

Figura 42. Neurogramas integrados (]) representativos da cVNA obtidos de uma preparagéo
in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. O grafico de barras demonstra os efeitos da injecdo de
atropina no NTSc sobre a amplitude do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos
a hipoxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média + EPM. Analise

estatistica: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; N=8..........cccceiiiiiii i 75

Figura 43. Neurogramas originais e integrados (J) representativos da atividade do nervo
frénico (PNA), atividade do nervo simpatico toracico (tSNA), atividade do nervo abdominal
(ABD) e atividade do nervo carotideo sinusal (CSN) obtidos de uma preparacdo in situ
coracao-bulbo-hipotalamo de um animal previamente exposto a hipoxia 10% O, por 24 h. A

area sombreada representa a resposta a ativacdo do quimiorreflexo periférico com KCN i.v.79

Figura 44. Neurogramas integrados (]) representativos da SNA obtidos de uma preparagao in
situ coracao-bulbo-hipotalamo. O gréfico de barras demonstra os efeitos da hipercapnia (CO;
10%) sobre a SNA antes e ap0s a injecdo de veiculo no NTSc. Os resultados foram expressos
como média + EPM. Analise estatistica: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao

teste Student NeWMAN-KEUIS, NT6... ...t e et e e e e e e e e e e e e e e nnaan 82

Figura 45. Neurogramas integrados (]) representativos da SNA obtidos de uma preparagdo in
situ coracao-bulbo-hipotalamo. O gréfico de barras demonstra os efeitos da hipercapnia (CO,
10%) sobre a SNA antes e em dois intervalos ap6s a injecdo de mecamilamina 5 mM no
NTSc. Os resultados foram expressos como média + EPM. Andlise estatistica: ANOVA de
uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=8.............c...c....... 83

Figura 46. Neurogramas integrados (J) representativos da SNA obtidos de uma preparagdo in
situ coracao-bulbo-hipotalamo. O gréfico de barras demonstra os efeitos da hipercapnia (CO,

10%) sobre a SNA antes e apos a injecdo de atropina 5 mM no NTSc. Os resultados foram
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expressos como média £ EPM. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, medidas repetidas,
associada ao teste Student Newman-Keuls, N=7........cooiiiiiiiiiiieeee 84

Figura 47. Neurogramas integrados (]) representativos da PNA obtidos de uma preparagdo in
situ coracdo-bulbo-hipotalamo. Os graficos de barras demonstram os efeitos da hipercapnia
(CO, 10%) sobre a PNA antes e apos a injecdo de veiculo no NTSc. Os resultados foram
expressos como média £ EPM. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, medidas repetidas,

associada ao teste Student NeWmMan-KEUIS, N=6.........eeeieee e 85

Figura 48. Neurogramas integrados (J) representativos da PNA obtidos de uma preparacdo in
situ coracdo-bulbo-hipotdlamo. Os gréaficos de barras demonstram os efeitos da hipercapnia
sobre a frequéncia e amplitude do nervo frénico antes e apds a injecdo de mecamilamina 5
mM no NTSc. Os resultados foram expressos como média + EPM. Andlise estatistica:

ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=8.....86

Figura 49. Neurogramas integrados (]) representativos da PNA obtidos de uma preparagdo in
situ coracdo-bulbo-hipotdlamo. Os gréaficos de barras demonstram os efeitos da hipercapnia
sobre a PNA antes e em dois intervalos apds a injecdo de atropina 5 mM no NTSc. Os
resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: ANOVA de uma via,

medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, N=7........ccccccevvvevviieieereennnnn 87

Figura 50. Neurogramas integrados (J) representativos da HNA obtidos de uma preparacao in
situ coracao-bulbo-hipotdlamo. O gréafico de barras demonstra o efeito da hipercapnia sobre a
amplitude do nervo hipoglosso antes e apds a injecdo de veiculo no NTSc. Os resultados
foram expressos como média £ EPM. Analise estatistica: ANOVA de uma via, medidas

repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, N=6..........cccccccevieiviienieeniesie e 88

Figura 51. Neurogramas integrados (J) representativos da HNA obtidos de uma preparagéo in
situ coracao-bulbo-hipotalamo. O gréfico de barras demonstra o efeito da hipercapnia sobre a
HNA antes e apds a injecdo de mecamilamina 5 mM no NTSc. Os resultados foram expressos
como media + EPM. Analise estatistica: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao
teste Student NEWMaN-KEUIS, NT8......oo vttt e st r e e ebb e e e aees 89

Figura 52. Neurogramas integrados (]) representativos da HNA obtidos de uma preparagéo in
situ coragdo-bulbo-hipotalamo. Os graficos de barras demonstram o efeito da hipercapnia

(CO; 10%) sobre a HNA antes e em dois intervalos apds a inje¢do de atropina 5 mM no
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NTSc. Os resultados foram expressos como média + EPM. Andlise estatistica: ANOVA de
uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=7...........c.ccccceenne. 90

Figura 53. Neurogramas originais demonstrando o periodo pré-inspiratério do nervo
hipoglosso, obtidos de uma preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotdlamo. As areas
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RESUMO

O nucleo do trato solitario (NTS) é o sitio primario de aferéncias viscerais, como
barorreceptores e quimiorreceptores arteriais. Estudos recentes do nosso laboratério
demonstraram que, em preparacOes in situ, decorticadas e perfundidas intra-arterialmente, a
microinjecdo de acetilcolina (ACh) na porcdo comissural do NTS (NTSc) ndo alterou a
atividade simpatica (SNA), mas promoveu aumento da atividade do nervo frénico (PNA).
Além disso, evidenciamos que as respostas induzidas pela ACh no NTSc envolvem a ativagédo
dos receptores nicotinicos e muscarinicos. Contudo, 0s receptores nicotinicos parecem
desempenhar um papel mais relevante no controle da respiragéo, principalmente considerando
gue o antagonismo de tais receptores promove uma reducdo da resposta taquipneica do
quimiorreflexo periférico ativado pelo KCN. Entretanto, os efeitos de agonistas especificos
nicotinicos e muscarinicos, bem como a inibi¢do da inibi¢do da degradacdo de ACh no NTSc
sobre as respostas respiratorias e sobre a atividade simpética ainda ndo foram estudados.
Sabendo-se da participacdo dos receptores nicotinicos do NTSc sobre as respostas
ventilatorias dos quimiorreceptores periféricos ativados por hipdxia citotoxica (KCN),
avaliamos também a participacdo do sistema colinérgico do NTSc sobre as respostas
simpatica e respiratdria induzidas por hipercapnia ou hipdxia sustentada por 24 h. Portanto,
este projeto se propbs a estudar o efeito da ativacdo seletiva de diferentes receptores
colinérgicos no NTSc sobre as atividades simpatica e respiratoria e o papel do sistema
colinérgico no NTSc sobre as alteracdes reflexas nas atividades simpatica e respiratéria em
resposta a hipercapnia ou hipoxia sustentada por 24 h. Observamos que a injecdo de agonistas
tanto nicotinico quanto muscarinico no NTSc promovem aumento da SNA e modifica o seu
padrdo de modulacdo respiratéria. O agonista nicotinico induz uma diminuicdo da frequéncia
respiratdria, assim como o blogueio da enzima acetilcolinesterase. Também foi observado que
0s agonistas colinérgicos promovem um aumento na amplitude e duracdo do periodo pré-
inspiratorio (pre-1) do nervo hipoglosso e também aumento na amplitude do nervo vago. Com
relacdo aos protocolos envolvendo hipdxia, observamos os antagonistas colinérgicos injetados
no NTSc de ratos previamente expostos a hipdxia, promoveu diminuicdo da atividade
simpatica, aumento da frequéncia respiratoria, diminui¢do da amplitude do nervo hipoglosso e
diminuicdo da amplitude do pico pds-inspiratorio do nervo vago, mas somente 0 antagonista
muscarinico diminuiu a amplitude do nervo frénico e o aumento do pre-1 do nervo hipoglosso
induzido pela hipdxia. Com relacdo aos experimentos com hipercapnia, verificamos que 0

antagonista nicotinico no NTSc inibiu o aumento do pre-1 do nervo hipoglosso induzido pela
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hipercapnia. Além disso, o antagonista nicotinico injetado no NTSc também potencializou o
recrutamento de atividade late-E do nervo abdominal.

Tomados em conjunto, as respostas observadas com os agonistas colinérgicos
injetados no NTSc, bem como com o0s antagonistas mediante a hipoxia, sugerem a
participacao de vias colinérgica do NTSc na modulagdo das respostas simpatica e respiratdria
a hipdxia sustentada. Por outro lado, apenas 0s receptores nicotinicos do NTSc parecem estar
envolvidos com o aumento da atividade pré-inspiratoria e da expiracdo ativa induzidos por

hipercapnia.

PALAVRAS CHAVE: acetilcolina, atividade simpatica, atividade respiratoria,

quimiorreceptores, nucleo do trato solitario, bulbo.
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ABSTRACT

The nucleus of the solitary tract (NTS) is the primary site of visceral afferents,
such as baroreceptors and arterial chemoreceptors. Recent data from our laboratory have
shown that the microinjection of acetylcholine (ACh) into the commissural moiety of the NTS
(CNTS) of decorticated arterially-perfused in situ preparations of male juvenile rats did not
change the sympathetic nerve activity (SNA), but increased the phrenic nerve activity (PNA).
Furthermore, we demonstrated that the ACh-induced responses in cNTS involve the
activation of both nicotinic and muscarinic receptors. However, nicotinic receptors seem to
play a more relevant role in the control of breathing, especially considering that such receptor
antagonism promotes a decrease in the KCN- activated peripheral chemoreflex tachypneic
response. However, the effects of specific nicotinic and muscarinic agonists in the cNTS on
respiratory and sympathetic responses have not been studied yet. Once established the
involvement of nicotinic receptors in the cNTS on peripheral chemoreflex ventilatory
responses activated by cytotoxic hypoxia (KCN), we also evaluated the involvement of the
cholinergic system in the cNTS on respiratory and sympathetic responses induced by
hypercapnia or 24 h sustained hypoxia. Therefore, this project proposed to study the effects of
selective activation of distinct cholinergic receptors in the cNTS on respiratory and
sympathetic activities and the role of the cholinergic system in ¢ctNTS on sympathetic and
respiratory activities reflex changes in response to hypercapnia or sustained hypoxia. We
observed that the injection of both nicotinic and muscarinic agonists in the cNTS induces an
increase in SNA and changes in the respiratory modulation pattern. The nicotinic agonist
induces a decrease in respiratory frequency, as well as the blockade of the enzyme
acetylcholinesterase. It was also observed that the cholinergic agonists promote an increase in
the amplitude and duration of the pre-inspiratory (pre-I) period of the hypoglossal nerve and
also increased the amplitude of the vagus nerve. When it comes on the protocols involving
hypoxia, we observed that the cholinergic antagonists injected into the cNTS of rats
previously exposed to hypoxia promoted a decrease in sympathetic activity, increased
respiratory frequency, decreased hypoglossal nerve amplitude, and decreased post-inspiratory
peak amplitude of the vagus nerve, but only the muscarinic antagonist decreased phrenic
nerve amplitude and hypoxia-induced hypoglossal nerve pre-I increase. Regarding to the
experiments with hypercapnia, we verified that the nicotinic antagonist in the cNTS inhibited

the hypercapnia-induced increase in pre-1 of the hypoglossal nerve. In addition, the nicotinic
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antagonist injected into the cNTS also potentiated the recruitment of late-E activity from the
abdominal nerve.

Tomados em conjunto, as respostas observadas com os agonistas colinérgicos
injetados no NTSc, bem como com o0s antagonistas mediante a hipoxia, sugerem a
participacdo de vias colinérgica do NTSc na modulagdo das respostas simpatica e respiratdria
a hipdxia sustentada. Por outro lado, apenas 0s receptores nicotinicos do NTSc parecem estar
envolvidos com o aumento da atividade pré-inspiratoria e da expiracdo ativa induzidos por
hipercapnia.

Taken together, the responses observed with the cholinergic agonists and injected
into the cNTS, as well as the antagonists upon hypoxia, suggest the involvement of
cholinergic pathways in the cNTS in the modulation of sympathetic and respiratory responses
to sustained hypoxia. On the other hand, it seems that only nicotinic receptors in the cNTS are

involved in hypercapnia-induced increase in pre-inspiratory activity and active expiration.

KEYWORDS: acetylcholine, sympathetic nerve activity, respiratory activity, chemoreceptors,

nucleus of the solitary tract, brainstem
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1. INTRODUCAO

O controle da presséo arterial (PA) envolve mecanismos complexos, tais como
regulacdo hormonal, neural e renal. Esses mecanismos atuam em conjunto e Sao responsaveis
pela redistribuicdo dos fluxos sanguineos regionais, por meio de alteracbes na resisténcia
periférica e no debito cardiaco, nas diversas situacdes comportamentais a que sdo submetidos
os mamiferos. A regulacdo neural da PA envolve a ativacao de sensores periféricos, tais como
0s barorreceptores e os quimiorreceptores periféricos. As informacdes geradas por esses
receptores ascendem para o sistema nervoso central (SNC), mais precisamente para uma area
especifica na regido dorsal do bulbo, denominada de ndcleo do trato solitario (NTS; Torvik,
1956; Palkovits & Zaborsky, 1977; Cottle, 1964). Do NTS partem projecdes excitatorias para
0 bulbo caudoventrolateral (CVL; Feldberg & Guertzenstein, 1976) que, por sua vez,
promove inibicdo do bulbo rostroventrolateral (RVL; revisdo em Aicher et al., 2000), que é 0
principal ndcleo pré-motor simpatico, responsavel pelo ténus vasomotor (revisdo em Guyenet,
2006). O NTS também envia projecOes excitatorias diretamente para o RVL (Urbanski &
Sapru, 1988a). Assim, o NTS se destaca como um nucleo bulbar importante para a regulacdo
cardiovascular (Machado, 2001; Colombari et al., 2001), onde os sinais gerados pelos
aferentes periféricos sdo integrados, acarretando em modulacGes apropriadas nas atividades
simpaética e parassimpatica.

Anatomicamente, de acordo com Paxinos e Watson (Paxinos & Watson, 1986) o
NTS no rato estende-se de aproximadamente 3,5 mm rostral a 0,7 mm caudal ao calamus
scriptorius. No sentido rostro-caudal, considerando a proximidade com a &rea postrema (AP),
0 NTS pode ser dividido em trés porcdes: NTS rostral, NTS intermediario (NTSi) e NTS
comissural (NTSc; Cottle, 1964) conforme representacdo esquematica ilustrada na Figura 1,

modificada a partir de Herbert et al. (Herbert et al., 1990).

TS rostral -y Figura 1. Representacdo esquematica

do NTS. No detalhe corte sagital na
altura do NTS intermediario (AP=area
postrema; cc=canal central; Gr=nucleo
gracile; Cu=nlcleo cuneato; X=nlcleo
dorsal motor do nervo vago;
XlI=nucleo hipoglosso). [Modificado
de Herbert et al., 1990]

NTS comissural
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Embora NTSi e NTSc sejam adjacentes, evidéncias experimentais mostram que
tais subndcleos exercem funcbes distintas no controle reflexo da funcéo cardiovascular.
Lesdes eletroliticas do NTSc promovem uma reducdo ou mesmo bloqueio das respostas
cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo periférico, mas ndo do barorreflexo (Colombari
et al., 1996; Sato et al., 2000; Blanch et al., 2013). Por outro lado, lesdes eletroliticas do NTSi
promovem um blogueio seletivo das respostas cardiovasculares do barorreflexo (Miura &
Reis, 1972; Schreihofer et al., 1999; Schreihofer et al., 2000). Ademais, a lesdo do NTSc nao
altera a presséo arterial basal (Colombari et al., 1996; Sato et al., 2000; Blanch et al., 2013),
diferentemente da lesdo do NTSi que promove um quadro de hipertensdo fulminante (Miura
& Reis, 1972).

Além de sua participacdo na regulacdo das respostas cardiovasculares induzidas
pela ativacdo do baro- e quimiorreflexo, 0 NTS também estd intimamente envolvido com o
controle da atividade respiratdria (Kalia et al., 1979; Lipski & Merrill, 1980). Tanto no NTSi
guanto no NTSc encontram-se neurdnios respiratorios que compdem a coluna respiratoria
dorsal, os quais estabelecem conexBes com outros neurdnios respiratorios da regido
dorsolateral da ponte e da coluna respiratoria ventral (De Castro et al., 1994; Alheid et al.,
2011; Bonham & McCrimmon, 1990; Bonham et al., 1993; Song & Poon, 2004; Dutschmann
& Herbert, 2006; Subramanian et al., 2007; Takakura et al., 2007). Estudos recentes sugerem
gue esses neurdnios contribuem para a manutencdo do padrdo respiratério basal (Costa-Silva
et al., 2010), o qual é importante para a integracdo entre o sistema respiratorio e o sistema
nervoso simpatico. Dados da literatura demonstram que a atividade simpatica, responsavel
pelo controle da resisténcia periférica, exibe oscilagfes ritmicas que séo sincronizadas com o
ciclo respiratério (Adrian et al., 1932; Zoccal et al., 2008), evidenciando que a atividade
respiratoria modula o padrdo de atividade simpatica (Toney et al., 2010; Simms et al., 2009;
Malpas, 1998; Zoccal et al., 2008).

Com relagcdo a neurotransmissdo no NTS, existe um consenso geral de que o
glutamato é o principal neurotransmissor envolvido na mediacdo de diferentes reflexos
cardiovasculares (Sapru, 1996; Talman et al., 1980; Machado, 2001). Entretanto, varios
estudos constataram que outros neurotransmissores também podem participar do
processamento desses reflexos (Andresen & Kunze, 1994; Urbanski & Sapru, 1988b;
Machado, 2001; Abdala et al., 2006), sendo a acetilcolina (ACh) um desses

neurotransmissores (Tsukamoto et al., 1994; Criscione et al., 1983; da Silva et al., 2008). A
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ACh tem uma distribuicdo generalizada por todo o SNC (Woolf, 1991) e contribui para a
regulacdo autondmica central, incluindo o controle da presséo arterial (Ruggiero et al., 1990).
Um sistema colinérgico foi identificado em neurdnios e terminais no NTS pela presenca de
colina acetiltransferase (Helke et al., 1983; Simon et al., 1981), acetilcolinesterase
(Kobayashi et al., 1978; Simon et al., 1981), ACh (Helke et al., 1983) e receptores
muscarinicos (Kobayashi et al., 1978; Simon et al., 1981; Wamsley et al., 1981) e nicotinicos
(Shihara et al., 1999; Schwartz et al., 1982). Ademais, a remocdo do ganglio nodoso ou a
vagotomia diminuiram a atividade da colina acetiltransferase no NTS, sugerindo uma possivel
aferéncia colinérgica do vago para o NTS (Helke et al., 1983). Reforgando essa ideia, foram
identificados corpos celulares contendo colina acetiltransferase e ACh no ganglio nodoso
(Ternaux et al., 1989; Palouzier et al., 1987). Assim, tanto o sistema colinérgico quanto o ja
bem definido sistema glutamatérgico, podem ser importantes na rede neuronal do NTS para a
regulacdo das atividades respiratoria e simpatica e da pressao arterial.

De fato, demonstramos que a microinjecdo de ACh no NTSi de ratos submetidos a
preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotalamo promove uma diminuicdo da atividade no nervo
simpatico toracico (SNA; Furuya et al.,, 2014), a semelhanca do efeito hipotensor e
bradicardico observado pela microinjecdo de ACh no NTSi em animais anestesiados
(Criscione et al., 1983) ou ndo anestesiados (Silva et al., 2008). Por outro lado, no NTSc a
ACh ndo alterou significativamente a SNA, conforme ilustrado na Figura 2. Além disso,
demonstramos também que o sistema colinérgico do NTS atua sobre 0s neurdnios que
controlam a atividade respiratoria, uma vez que a microinjecdo de ACh no NTSi promoveu
diminuicdo da atividade do nervo frénico (PNA), enquanto que no NTSc a ACh promoveu
aumento da PNA (Furuya et al., 2014), conforme ilustrado na Figura 2. Além disso, apesar
de ndo alterar a SNA média, a microinjecdo de ACh no NTSc altera o padrdo de acoplamento
entre as atividades simpatica e respiratoria durante a resposta de taquipnéia, promovendo um
deslocamento do pico de atividade simpatica da fase Insp para a fase Post-1 (Figura 3), um
padrdo muito semelhante aquele observado em condic¢des de ativacdo dos quimiorreceptores
periféricos (Dick et al., 2004; Mandel & Schreihofer, 2009; Costa-Silva et al., 2010). Esses
dados sugerem ndo apenas uma acdo diferencial da ACh nos diferentes subntcleos do NTS
sobre a SNA e PNA, mas também que as alteracdes no padrdo simpatico induzidas por ACh
no NTSc sdo decorrentes das alteracdes respiratorias.
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Figura 2. Neurogramas representativos obtidos de preparagGes in situ, demonstrando os efeitos da
microinjecdo de acetilcolina (ACh) 10 mM sobre a atividade do nervo simpatico toracico (SNA) e
atividade do nervo frénico (PNA). A ACh no NTSi induziu diminuigdo da SNA e PNA (A), enquanto
que no NTSc foi observado um aumento na PNA, sem alteracGes na SNA (B). As areas sombreadas
destacam as alteracBes induzidas pela ACh. [SNA, atividade do nervo simpatico integrada; [PNA,

atividade do nervo frénico integrada. Modificado de Furuya et al., 2014.

Ademais, estudando especificamente 0 NTSc, demonstramos que 0 antagonismo
dos receptores tanto muscarinicos quanto nicotinicos com atropina e mecamilamina,
respectivamente, promove inibicdo da resposta de taquipnéia (Furuya et al., 2014), mas
apenas 0 antagonista nicotinico foi capaz de reduzir a alteracdo no acoplamento simpato-
respiratorio induzidas pela ACh (Figura 3). Nesse sentido, um estudo mais detalhado sobre a
contribuicdo dos diferentes receptores colinérgicos no controle das atividades simpética e
respiratdria se faz necessario. Contudo, até o presente momento, ndo ha estudos na literatura
evidenciando os efeitos de agonistas muscarinicos e nicotinicos seletivos microinjetados no
NTSc sobre as atividades simpatica e respiratoria, bem como sobre o acoplamento simpato-

respiratorio.
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Figura 3. Neurogramas representativos obtidos de preparacdes in situ, demonstrando os efeitos da
microinjecéo de acetilcolina (ACh) 10 mM sobre o acoplamento simpato-respiratério. Em condi¢des
basais observamos um pico de SNA coincidente com o final do periodo Insp (esquerda). A ACh no
NTSc promoveu um deslocamento do pico de SNA do periodo Insp para o periodo Post-1 (centro). O
antagonista nicotinico mecamilamina inibiu os efeitos da ACh no NTSc sobre o acoplamento
simpato-respiratdrio (direita). [SNA, atividade do nervo simpético integrada; [PNA, atividade do

nervo frénico integrada. Modificado de Furuya et al., 2014.

O registro de outros nervos, além do nervo frénico, pode fornecer informacdes
importantes sobre a atividade respiratdria. Os neurdnios motores do nervo hipoglosso (HN)
estdo envolvidos com a contracdo dos musculos da lingua previamente ao disparo do nervo
frénico, de modo a promover a abertura de vias aéreas superiores durante a inspiragdo (Bailey
et al., 1985). Assim, o registro do HN fornece informac6es relacionada a atividade pré-
inspiratoria (Smith et al., 2007). Ja o nervo vago cervical (CVN) contém fibras motoras que
inervam vias aéreas superiores € musculos do pescoco que sdo ativas durante a expiracdo
(Grélot et al., 1989). Em condi¢des basais na preparacao in situ, o nervo vago cervical (CVN)
e 0 nervo hipoglosso (HN) apresentam padrdes de atividade em sincronia com 0 nervo
frénico: o cVN apresenta um pico de atividade pés-inspiratoria, coincidente com o final da
inspiracdo, enquanto o HN dispara 50-100 ms antes do nervo frénico (Smith et al., 2007;
Abdala et al., 2009), conforme demonstrado na Figura 4. Smith et al. (Smith et al., 2007)
demonstrou também que a sincronia entre as atividades desses nervos € abolida apds
transec¢des bulbo-pontina e entre 0os complexos Botzinger e pré-Bétzinger, que sdo regides
que integram a coluna respiratdria ventral e participam do controle central da respiragéo.
Além disso, estudos demonstram também que o ritmo de disparos do HN € coincidente com o
a atividade de neurdnios do pré-Botzinger (Smith et al., 1991). Portanto, o registro do HN
fornece informacdes sobre a atividade inspiratdria/pré-inspiratoria, enquanto o cVN esta mais
relacionado com a atividade poés-inspiratoria, o que pode ser constatado principalmente

através da analise de seu componente pds-inspiratorio. Dessa forma, o estudo com o0s
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agonistas seletivos no NTSc combinado com o registro desses outros nervos respiratorios
podem fornecer maiores detalhes sobre o envolvimento do sistema colinérgico no NTSc na

modulacao cardiorrespiratoria.

JcVN Lf’\j\f\/‘\
e L o Figura 4. Registro representativo
Il' ' ' I'I da atividade do nervo vago cervical
: (cVN) e atividade do nervo
JHN ]fLﬂ. f\_ﬂ hipoglosso (HN) em sincronia com
HN «'—’—H— a atividade do nervo frénico (PN)

4 em condicdes basais. Modificado de
IPN ]_,’ L-f" /L JAL Smith et al. (Smith et al., 2007)

Dados da literatura demonstram que a exposi¢do da preparagdo in situ coragédo-
bulbo-hipotalamo a hipercapnia promove aumentos na SNA e PNA (Abdala et al., 2009;
Simms et al., 2009; Molkov et al., 2011). A hipercapnia promove aumento na expressao de
proteina Fos no NTSc (Teppema et al., 1997), o que poderia sugerir um envolvimento do
NTSc nas respostas cardiorrespiratérias durante a hipercapnia. Além disso, respostas de
quimiorrecepcdo foram registradas em diversas areas do encéfalo, incluindo o NTS (Dean et
al., 1990; Coates et al., 1993; Nattie & Li, 2002; Nattie & Li, 2008). Huda et al. (Huda et al.,
2012) demonstrou em registros eletrofisiologicos de fatias do NTSc que a acidificacdo
promove respostas de despolarizagdo dos neurdnios dessa regido. Esse mesmo estudo
demonstrou ainda que tais respostas sao dependentes da ativacdo de canais ibnicos sensiveis a
acido (H"), e que neurdnios do NTSc que se projetam para a coluna respiratoria ventral
apresentam maior expressao desses canais mediante estimulos de diminuicdo do pH,
sugerindo uma participacdo desses neurdnios na modulacdo respiratéria ao CO,. Usando
registros de patch-clamp (current clamp) em fatias do NTS, demonstramos que a ACh
promove respostas de despolarizacdo de neurdnios do NTSc, sendo essas respostas
aparentemente mediadas apenas por receptores nicotinicos (Furuya et al., 2017), conforme
ilustrado na Figura 5. Ou seja, tanto a reducdo de pH no NTS como a ACh no NTS séo
capazes de causar despolarizacdo de neurdnios. No entanto, a funcéo do sistema colinérgico
no NTSc sobre as alteragbes nas atividades simpatica e respiratoria induzidas por

hipercapnia na preparagéao in situ permanece desconhecida.
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Experimentalmente, na preparacdo in situ a hipdxia pode ser induzida pela
administracdo intravenosa de KCN, que caracteriza a hipoxia citotoxica aguda (devido a
atuacdo do KCN na cadeia respiratoria). De forma diferente, a hipoxia sustentada, que pode
durar algumas horas ou dias (como observado em elevadas altitudes), levam a importantes
alteracfes nos mecanismos que controlam as funcgdes cardiorrespiratorias (Forster et al., 1971;
Powell et al., 1998). Além disso, ao contrario da hipoxia aguda, onde as atividades simpatica
e respiratoria retornam a niveis basais tdo logo o nivel de oxigénio normalize, na hipdxia
sustentada observa-se um aumento na ventilacdo basal (Powell et al., 1998) devido a
alteracbes na rede neuronal envolvida na resposta respiratoria a ativacdo do quimiorreflexo
periférico (Powell et al., 2000; Zhang et al., 2009). Ademais, dados da literatura demonstram
gue neurbnios do NTS apresentam plasticidade apds a exposicdo a hipdxia crénica
intermitente, com diminuicdo da funcdo de canais de potassio em neurdnios que recebem
aferéncias de quimiorreceptores periféricos (Zhang et al., 2008) e também diminuicdo do
namero de neurénios aferentes vagais e glossofaringeos para o NTS (Reeves et al., 2006), e
gue a hipoxia também promove aumento da expressdo de proteina c-Fos no NTS de ratos
anestesiados (King et al., 2012; Kline et al., 2010; Song et al., 2011). Conforme citado
anteriormente, em nossos estudos demonstramos que a ACh injetada no NTSc promove
aumento da PNA, e que o antagonismo dos receptores nicotinicos no NTSc foi capaz de
reduzir a resposta taquipneica induzida tanto pela ACh como pela ativacdo do quimiorreflexo
periférico com KCN (Furuya et al., 2014). No entanto, a fungdo do sistema colinérgico no
NTSc sobre as alteracbes nas atividades simpatica e respiratdria induzidas por hipoxia

sustentada permanece desconhecida.
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2. OBJETIVOS

2.1. Efeitos de agonistas colinérgicos no NTSc

Verificamos anteriormente, na preparacao in situ coracao-bulbo-hipotalamo, que a
microinjecdo de ACh no NTSc, apesar de ndo alterar a SNA média, altera o padrdo de
acoplamento entre as atividades simpaética e respiratoria, promovendo um deslocamento do
pico de atividade simpética da fase Insp para a fase Post-l, um padrdo muito semelhante
aquele observado em condicdes de ativacdo dos quimiorreceptores periféricos. Entretanto, 0s
efeitos de agonistas muscarinicos ou nicotinicos no NTSc, bem como os efeitos na HNA e na
cVNA ainda ndo sdo conhecidos. Desta forma, tivemos como objetivos avaliar os efeitos de
agonistas muscarinicos e nicotinicos no NTSc sobre a SNA, PNA, HNA, cVNA e

acoplamento simpato-respiratorio.

2.2. Efeitos da inibicdo da AChE no NTSc

Considerando que a ACh é rapidamente degradada pela enzima acetilcolinesterase
(AChE), os efeitos a longo prazo da ACh no NTSc sobre as atividades simpato-respiratérias
ainda ndo sdo conhecidos. Desta forma, o objetivo deste protocolo foi estudar os efeitos da
inibicdo da AChE no NTSc sobre a SNA, PNA, HNA, cVNA.

2.3. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre as respostas cardiorrespiratorias

a hipercapnia

Nossos dados anteriores demonstraram a importancia do NTSc para a resposta
taquipneica do quimiorreflexo induzido por KCN. Dessa forma, nosso objetivo foi estudar os
efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre os efeitos na SNA, PNA, HNA e cVNA

induzidos por hipercapnia utilizando a preparacdo in situ cora¢do-bulbo-hipotalamo.

2.4. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre as respostas cardiorrespiratorias
a hipodxia

Considerando que a administracdo intravenosa de KCN caracteriza uma hipoxia
citotoxica aguda, nosso objetivo foi estudar os efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc

sobre os efeitos na SNA, PNA, HNA e cVNA induzidos por 24h de hipdxia, utilizando a

preparacdo in situ cora¢do-bulbo-hipotalamo.
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3. MATERIAL E METODOS GERAIS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman jovens, pesando entre 60-90g (idade 28-38 dias
apo6s nascimento), fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, campus de Araraquara. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais de aco em uma sala com ciclo claro escuro 12:12
horas, com temperatura (24-25° C) e umidade (50-60%) controladas, e com agua de torneira e
racdo granulada ad libitum. (Processo CEUA 38/2014).

3.2. Estudos in situ: preparacdo de animais decorticados, ndo anestesiados, perfundidos

intra-arterialmente (preparacao coracao-bulbo-hipotalamo)

Os animais foram submetidos aos procedimentos cirurgicos para a obtencdo de
preparacgdes in situ, decorticadas, ndo anestesiadas e perfundidas intra-arterialmente conforme
descrito anteriormente (Colombari et al., 2010; Colombari et al., 2011; Furuya et al., 2014).

Inicialmente, os animais foram profundamente anestesiados com halotano (5% em
100% O,, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil), sendo o
grau de anestesia avaliado pela auséncia de reflexo de retirada ao pingamento da pata. A
seguir foi feita uma transeccdo total logo abaixo do diafragma e as visceras foram removidas.
A cabeca e o torax foram, entdo, submergidos em solucdo de Ringer (ver composicao abaixo)
gelada (4° C), os hemisférios cerebrais foram expostos pela remocéo dos 0ssos parietais e 0s
cortices cerebrais, o hipocampo e talamo foram gentilmente removidos por aspiracdo. A area
pré-Optica e nucleo septal e o hipotdlamo permaneceram intactos, conforme demonstrado
anteriormente (Colombari et al., 2010; Colombari et al., 2011; Furuya et al., 2014). Em
seguida, foi feita a remocdo da pele da preparacdo para impedir que os pelos obstruissem o
sistema de perfusdo. Logo apos, a aorta descendente foi isolada para posterior canulagéo,
seguido da remocédo das costelas na porcdo lateral esquerda do térax, para permitir melhor
exposicdo do nervo frénico e para ter acesso a cadeia simpatica paravertebral. Os pulmdes
foram removidos e o nervo frénico isolado, cortando-o na sua jungdo ao diafragma. A
superficie dorsal do tronco cerebral foi exposta apds a remocao do 0sso occipital, da dura-
mater e do cerebelo.

Apos esses procedimentos, a preparacdo foi transferida para uma camara de

registros e a aorta descendente foi canulada (cateter de duplo limen - Portex, MA, EUA: DI:
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0,28mm; DE: 0,61 mm), permitindo a perfusdo retrégrada da preparacdo com a solucéo de
perfuséo (solucdo de Ringer modificada, em mM: NaCl 120, NaHCOj3; 24, KCI 3, CaCl, 2,5,
MgSQO, 1,25, KH,PO, 1,25, glicose 10) contendo um agente oncético (polietileno glicol,
1,5%, Sigma, Reino Unido), gaseificada constantemente com mistura carbogénica (95% O, e
5% CO,), aquecida a 30-32° C e com pH 7,4. A perfusdo realizada utilizando uma bomba
peristéltica (Watson-Marlow 502Du, UK) a um fluxo de 21-25 mL/min. Além disso,
vasopressina (0,6-1 nM, Sigma, MO, EUA) foi adicionada a solucdo de perfusdo para
aumentar a resisténcia vascular e, consequentemente, manter a pressao de perfusao entre 50-
70 mmHg (avaliada pelo segundo lumen do cateter de perfusdo, acoplado a um transdutor de
pressdo), conforme descrito anteriormente (Paton, 1996; Pickering & Paton, 2006; Zoccal et
al., 2008; Colombari et al., 2011; Furuya et al., 2014). Antes de entrar em contato com a
preparacdo, essa solucdo passou por um sistema de armadilha de bolhas e por um filtro nylon
(tamanho do poro: 25 pm). Apods o inicio dos movimentos respiratorios (movimentos da caixa
toracica), um bloqueador neuromuscular (brometo de vecurdnio, 40 pg mL, Cristélia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi adicionado a solucédo de
perfusdo para promover uma estabilizacdo mecéanica da preparacdo. Nessas condicBes de
fluxo e presséo, o nervo frénico apresentou padréo de despolarizagéo crescente, indicando um
padrdo de atividade respiratéria normal, semelhante aquele observado in vivo, conforme
inicialmente descrito por Paton (Paton, 1996).

Para os registros das atividades dos nervos frénico (PNA), simpatico (SNA), vago
cervical (cVNA) e hipoglosso (HNA) foram utilizados eletrodos bipolares de vidro
conectados a micromanipuladores 3D. A PNA foi registrada ap6s a suc¢do do nervo e o
padrdo de despolarizacdo em rampa foi utilizado como indice fisioldgico da viabilidade da
preparacdo. Para o registro da SNA, inicialmente a cadeia simpatica paravertebral foi
dissecada em nivel toracico (T10-T12), seccionada e o coto distal do nervo isolado em um
eletrodo de succéo de vidro. A viabilidade da SNA foi verificada pela presenca de modulagéo
respiratoria, bem como por diminuicdo apds administracao intra-arterial de fenilefrina 10 ug
bolus (estimulagdo dos barorreceptores) e aumento pela administragdo intra-arterial de 50 pL
de KCN 0,04% (estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos). Os sinais foram amplificados
(Grass P511, Warwick, RI, EUA; Insight EFF452, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) filtrados (8 Hz
— 3 kHz) e adquiridos usando um sistema de aquisi¢do de dados CED micro1401 A-D (CED,
Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK) e o software Spike 2 (CED). Uma

representacdo esquematica da preparacéo in situ pode ser visualizada na figura 6.
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Figura 6. Esquema da preparagdo in situ cora¢do bulbo-hipotalamo, conforme descrito em detalhes
anteriormente. Modificado de Zoccal et al. (Zoccal et al., 2009).

As analises das atividades dos nervos registrados foram feitas off-line em sinais
retificados e integrados (constante de tempo de 50 ms), utilizando scripts apropriados do
software Spike 2. Para a andlise da PNA (indice de atividade inspiratéria), foi avaliada a
frequéncia de despolarizacao, a qual foi determinada pelo intervalo de tempo entre dois bursts
(conjunto de potenciais) consecutivos. A atividade dos componentes inspiratorio e pds-
inspiratorios do cVN foram separadamente avaliados pela atividade média, e os valores
obtidos foram normalizados pela média total (somatéria dos componentes inspiratdrio e pés-
inspiratorio). Em relagdo a HNA, a magnitude do componente pré-inspiratério foi avaliado
pelo tempo de atividade que precede o disparo do nervo frénico. Para a analise da SNA, foram
avaliados: i) atividade basal média, expressa em WV; ii) variagdo percentual, avaliada pela
analise da area sob a curva e expressa em relacéo a atividade basal imediatamente antes ao
estimulo. Todas as analises foram realizadas ap0s a subtracdo do ruido elétrico das
preparacOes, avaliado apos o desligamento da bomba de perfuséo.

Avaliamos também o acoplamento entre as SNA e PNA por meio da analise da
média da atividade simpatica por ciclo respiratorio (phrenic-triggered averaging of SNA),
conforme descrito anteriormente (Zoccal et al., 2008; Simms et al., 2009; Colombari et al.,

2011; Furuya et al., 2014). Para tanto, realizamos o calculo da média da atividade simpatica
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por ciclo respiratorio, tomando o inicio do disparo do frénico como referéncia. A partir dessas
médias, examinamos a relacdo temporal entre a SNA tordcica com o ciclo respiratério central
na preparacao in situ. Inicialmente foi calculada a média da SNA toracica basal por ciclo
respiratorio, tomando um periodo de 1 para 0s experimentos com 0s agonistas colinérgicos,
ou 2 min para o experimento com estimulo de hipercapnia. Em seguida, o0 mesmo célculo foi
feito durante as respostas observadas apds os estimulos ou injecdo de drogas. O ciclo
respiratorio foi dividido em: inspiracdo (Insp, periodo coincidente com o disparo do nervo
frénico), periodo expiratdrio 1 ou pds-inspiracdo (Post-1, correspondente a primeira metade do
periodo expiratorio, apos Insp) e periodo expiratorio 2 (E2, correspondente a segunda metade
do periodo expiratério). Assim, a média do nivel da SNA torécica foi calculada para cada fase
respiratoria (Insp, Post-1 e E2) e os valores obtidos foram expressos em valores percentuais
em relacdo ao pico da atividade simpética, normalizada a 100%, e o nivel de ruido,

normalizado a 0%.

3.3 Microinjecdo no NTS comissural (NTSc)

A cabeca dos animais foi fixada pelas barras auriculares e por um clipe nasal
adaptados na camara de perfusdo. O cerebelo foi removido para melhor visualizagdo do
calamus scriptorius. As injecdes de drogas foram realizadas no NTSc por meio de pipeta de
vidro (d.i. = 1 mm), que foram estiradas e as pontas ajustadas a um diametro final entre 30 e
50 um. As pipetas de vidro foram conectadas a um sistema de microinjecdo Picospritzer
(Parker, Cleveland, OH, EUA). Para os experimentos com 0s agonistas colinérgicos, as
coordenadas utilizadas para o0 NTSc foram: 0,5-0,6 mm caudal e na linha média ao calamus
scriptorius e 0,3-0,4 mm ventral a superficie dorsal do bulbo. O volume da injecdo foi de 60
nL, determinado pela visualizacdo do movimento do menisco através de um microscopio
binocular com uma reticula em uma das oculares. Para os experimentos utilizando inibidor da
AChE ou de antagonistas colinérgicos no NTSc foram realizadas 2 injecbes no NTSc,a 0,3 e
0,6 mm caudal e na linha média ao calamus scriptorius, e 0,3-0,4 mm ventral a superficie
dorsal do bulbo. O volume das injecdes foi de 40 e 60 nL, respectivamente, para abranger
todo o NTSc.
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3.4. Histologia

Para confirmar os sitios de injecdo no NTSc, ao final dos experimentos o0s
encéfalos dos animais foram removidos e mergulhados em solucdo de formalina a 10% por
pelo menos 72 h. Posteriormente, utilizando um micrétomo de congelamento (Leica CM
1850, Alemanha), os encéfalos foram seccionados em cortes coronais com espessura de 40
pm, montados em sequéncia caudo-rostral em Iaminas gelatinizadas e corados pela técnica de

Nissl para posterior analise em microscopio optico.

3.5. Drogas utilizadas

e carbacol (5 mM, agonista muscarinico - Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA)

¢ nicotina (5 mM, agonista nicotinico - Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA)

e fisostigmina (1 mM, inibidor da acetilcolinesterase - Sigma Chemical Co., St Louis,
MO, EUA)

e acetilcolina (10 mM, agonista colinérgico - Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA)

e mecamilamina (5 mM, antagonista nicotinico - Sigma Chemical Co., St Louis, MO,
EUA)

e atropina (5 mM, antagonista muscarinico - Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA)

Para as microinjecdes no NTS, a solucdo de perfusdo foi utilizada como veiculo.

3.6. Analise estatistica

Os dados serdo expressos como média £ EPM e analisados pelo teste t de Student
pareado ou ndo pareado ou pela andlise de variancia de uma ou duas vias (ANOVA)

associadas ao Student-Newman-Keuls, conforme o mais apropriado, assumindo-se p < 0,05.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1. Experimento 1:

Apbs a estabilizacdo da preparacdo in situ, foi microinjetado no NTSc o agonista
colinérgico nicotinico nicotina (concentragdes 0,01; 0,1; 1; 5 e 10 mM). As concentracdes
foram injetadas de forma aleatdria, sendo que cada animal recebeu de 2 a 4 injecdes. Foram
avaliados os efeitos na atividade simpatica toracica (SNA), atividade nervosa do frénico
(PNA), atividade do nervo hipoglosso (HNA) e atividade do nervo vago cervical (CVNA),
bem como o acoplamento entre as atividades simpética e respiratéria. Ao final dos
experimentos os cérebros dos animais foram removidos e foi processada a analise histoldgica

para confirmacéo dos sitios de injecéo.

4.2. Experimento 2:

Apos a estabilizacdo da preparacdo in situ, em outro grupo de animais foi
microinjetado o agonista colinérgico muscarinico carbacol (concentragdes 0,01; 0,1; 1; 5e 10
mM). Assim como no grupo anterior, as concentracdes foram injetadas de forma aleatdria,
sendo que cada animal recebeu de 2 a 4 inje¢cdes. Foram avaliados os efeitos na SNA, PNA,
HNA, cVNA e acoplamento SNA-PNA. Ao final dos experimentos os cérebros dos animais

foram removidos e foi processada a analise histoldgica para confirmacao dos sitios de injecao.

4.3. Experimento 3:

Apo0s a estabilizacdo da preparacdo in situ, foi realizada uma microinjecéo (0,6
mm caudal ao calamus scriptorius) de ACh 10 mM no NTSc. Foram avaliados os efeitos na
SNA, PNA, HNA e cVNA. Apds 5 min, foi injetado veiculo ou fisostigmina (1 mM),
bloqueador da AChE, em duas regides do NTSc (0,3 e 0,6 mm caudal ao calamus scriptorius).
Decorridos mais 5 min, repetiu-se a injecdo de ACh 10 mM no mesmo local. Ao final dos
experimentos os cérebros dos animais foram removidos e foi processada a andlise histoldgica

para confirmag&o dos sitios de injecéo.
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5. RESULTADOS

5.1. Nicotina no NTSc
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5.1.1. Curva dose-resposta da nicotina sobre a SNA e PNA

Foram realizadas microinjecOes de nicotina no NTSc nas concentragdes de 0,01;

0,1; 1; 5 e 10 mM, conforme ilustrado na figura 7. As maiores concentragdes promoveram

aumento da SNA e diminui¢do da PNA ao longo de 1 min apds as microinjeces.
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Figura 7. Efeitos das microinjecBes de concentracdes crescentes de nicotina no NTSc sobre a SNA

(A) e frequéncia respiratoria (B) ao longo de 1 min. As trés maiores concentracoes (1, 5 e 10 mM)

promoveram aumento da SNA e diminuicdo da frequéncia do nervo frénico. A microinjecdo de

veiculo, assim como as concentracfes de 0,01 e 0,1 mM de nicotina ndo promoveram alteracoes

significativas. Os resultados foram expressos como média + EPM. Andlise estatistica: ANOVA de

duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. t nicotina 1 mM diferente de

veiculo; * nicotina 5 mM diferente de veiculo; # nicotina 10 mM diferente de veiculo.
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Observamos que as alteragdes na SNA e PNA decorrentes da nicotina no NTSc
seguiram um padrdo crescente de acordo com as doses utilizadas na curva dose-resposta. O
mesmo padrdo foi observado para HNA e cVNA (dados com todas as doses néo
apresentados). Dessa forma, exibiremos a seguir os resultados da concentracdo de 5 mM por

ser a dose que produziu efeitos intermediarios nas atividades nervosas dentre aquelas testadas.

5.1.2. Nicotina no NTS comissural promove aumento da atividade simpatica

Um neurograma representativo demonstrando as alteracfes na SNA induzidas
pela microinjecdo de nicotina no NTSc pode ser observado na figura 8. A nicotina 5 mM no
NTSc promoveu aumento da SNA (14,6 + 3,9 vs. veiculo -1,0 £ 2,0% aos 18 s, p < 0,05).
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Figura 8. Neurograma original e integrado (]) representativo da SNA e pressio de perfuséo
(PP) obtido de uma preparacdo in situ coragdo-bulbo-hipotdlamo. Observe a
simpatoexcitagdo induzida por nicotina 5 mM microinjetada no NTSc e o consequente
aumento da pressdo de perfusdo (PP). O gréfico demonstra o efeito da microinjecdo de
nicotina 5 mM no NTSc sobre a SNA ao longo de 1 min. Os resultados foram expressos
como média £ EPM. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada

ao teste Student Newman-Keuls. * nicotina 5 mM diferente de veiculo.
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5.1.3. Nicotina no NTS comissural diminui a frequéncia respiratéria e aumenta a

amplitude do nervo frénico

A microinjecdo de nicotina no NTSc promove uma reducdo da frequéncia
respiratoria (-38,4 = 8,4 vs. veiculo -2,5 £ 1,9% aos 51s, p < 0,05), conforme ilustrado na
figura 19B. Observamos também um aumento na amplitude de disparo do nervo frénico,
induzido pela nicotina (23,7 = 4,9 vs. veiculo -1,1 + 0,8% aos 24 s, p < 0,05), conforme
ilustrado na figura 9C.
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Figura 9. Neurograma original e integrado (J) representativo da PNA obtido de uma preparagdo in
situ coracdo-bulbo-hipotalamo (A). Observe a bradipnéia induzida por nicotina 5 mM microinjetada
no NTSc. O gréfico em (B) demonstra o efeito da microinjecdo de nicotina 5 mM no NTSc sobre a
frequéncia respiratéria durante 1 min. Em (C)observamos que a nicotina no NTSc promoveu aumento
na amplitude do nervo frénico Os resultados foram expressos como média + EPM. Andlise estatistica:
ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. * nicotina 5

mM diferente de veiculo.
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5.1.4. Nicotina no NTS comissural altera o acoplamento simpato-respiratério

Na figura 10 observamos médias por ciclo respiratério representativos entre SNA
e PNA em condi¢cbes basais e ap0s as injecdes de veiculo e nicotina 5 mM no NTSc.
Verificamos que em condicdes basais (basal e veiculo no NTSc) o pico de atividade simpatica
ocorre durante o periodo inspiratorio (Insp). Com a nicotina no NTSc, observamos que a
maior atividade simpética se deslocou do periodo inspiratorio para o pos-inspiratorio.
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Figura 10. Efeitos da microinjecdo de nicotina no NTSc sobre o acoplamento simpato-respiratorio.
Observe o pico de SNA coincidente com o final do periodo Insp e inicio do periodo Post-I em
condigdes basais e com inje¢do de veiculo. A injecdo de nicotina 5 mM no NTSc promoveu uma
inibicdo da SNA durante o periodo Insp e um aumento durante o periodo Post-1. O gréfico de barras
demonstra as variagdes da atividade simpética durante as trés fases do ciclo respiratério sob condigdes
basais e ap0s a microinjecdo de veiculo e nicotina 5 mM no NTSc. O pico da atividade simpatica foi
normalizado a 100% e o nivel de ruido a 0%. E2, fase expiratoria; Insp, fase inspiratoria; Post-1, fase
pos-inspiratéria. Os resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: ANOVA de

uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls.
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5.1.5. Nicotina no NTS comissural aumenta a amplitude e o periodo pré-inspiratorio do

nervo hipoglosso

Conforme podemos observar no neurograma representativo da HNA na figura 11,

a microinjecdo de nicotina no NTSc aumentou a amplitude de disparo do nervo hipoglosso
(74,4 + 17,4 vs. veiculo 6,9 + 6,8% aos 21 s, p < 0,05). O tempo pré-inspiratorio do
hipoglosso também aumentou (345 £ 83 vs. veiculo 119 = 24 ms, p < 0,05), conforme

ilustrado na figura 12.
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Figura 11. Neurograma original e integrado (J) representativo da HNA obtido de uma
preparacdo in situ coragdo-bulbo-hipotdlamo. A nicotina 5 mM microinjetada no NTSc
promoveu aumento na amplitude do nervo hipoglosso. O grafico demonstra o efeito da
microinjecdo de nicotina 5 mM no NTSc sobre a amplitude do nervo hipoglosso durante 1
min. Os resultados foram expressos como media £+ EPM. Analise estatistica: ANOVA de

duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. * nicotina 5 mM

diferente de veiculo
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Figura 12. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA obtidos de uma preparacéo in situ
coragdo-bulbo-hipotadlamo. A microinjecdo de nicotina 5 mM no NTSc promoveu aumento na
duracdo do periodo pré-I do nervo hipoglosso. No gréfico, observamos as médias de uma sequéncia
de 21 ciclos respiratdrios consecutivos, sendo 10 no periodo basal e 11 ap6s a microinje¢do de
nicotina 5 mM no NTSc, ocorrida no momento 0. Note o aumento no pre-1 do hipoglosso
imediatamente apds a injecdo de nicotina no NTSc. Os resultados foram expressos como média +
EPM. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student

Newman-Keuls. * nicotina 5 mM diferente de veiculo.
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5.1.6. Nicotina no NTS comissural aumenta a amplitude do pico pds-inspiratério do nervo

vago

Observando o neurograma representativo do cVNA na figura 13, podemos
perceber que a microinjecdo de nicotina 5 mM no NTSc aumentou o pico pds-inspiratério do
nervo vago (60,9 £ 14,1 vs. veiculo -0,6 £ 3,2% aos 12 s, p < 0,05).
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Figura 13. Neurograma original e integrado (]) representativo da ¢cVNA obtido de uma
preparacdo in situ coragdo-bulbo-hipotdlamo. A nicotina 5 mM microinjetada no NTSc
promoveu aumento na amplitude do pico pdés-inspiratério do nervo vago. O gréafico
demonstra o efeito da microinjecdo de nicotina 5 mM no NTSc sobre a amplitude do nervo
vago ao longo de 1 min. Os resultados foram expressos como média + EPM. Analise
estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-

Keuls. * nicotina 5 mM diferente de veiculo.
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5.2. Carbacol no NTSc

5.2.1. Curva dose-resposta do carbacol sobre a SNA e PNA

Assim como realizado com a nicotina, foram utilizadas as concentracGes de 0,01;
0,1; 1; 5 e 10 mM de carbacol nas microinjecdes no NTSc, conforme ilustrado na figura 14.
As concentragdes de 1 e 5 mM promoveram aumento da SNA, enquanto apenas a maior

concentra¢do promoveu diminuicdo da PNA ao longo de 1 min ap6s as microinjecdes.
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Figura 14. Efeitos das microinjecdes de concentragfes crescentes de carbacol no NTSc sobre a SNA
(A) e frequéncia respiratoria (B). As concentrages de 1 e 5 mM promoveram aumento da SNA
enquanto que a de 10 mM diminuiu da frequéncia do nervo frénico. A microinjecdo de veiculo, assim
como as concentragfes de 0,01 e 0,1 mM de nicotina ndo promoveram alteragdes significativas. Os
resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas
repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. t nicotina 1 mM diferente de veiculo; * nicotina

5 mM diferente de veiculo; # nicotina 10 mM diferente de veiculo.
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Novamente 0 mesmo padrdo de resposta foi observado para HNA e cVNA (dados
com todas as doses ndo apresentados). Assim, exibiremos a seguir os resultados da
concentracdo de 5 mM de carbacol por ser a dose que produziu efeitos intermediarios nas

atividades nervosas dentre aquelas testadas, e também por ser a dose equimolar a nicotina

utilizada anteriormente.

5.2.2. Carbacol no NTS comissural promove aumento da atividade simpatica

A microinjecdo de carbacol 5 mM no NTSc promoveu aumento da SNA (18,6
9,8 vs. veiculo 0,8 + 3,0% aos 6 s, p < 0,05), conforme ilustrado na figura 15. As

concentragdes 0,01; 0,1 e 10 mM de carbacol ndo induziram alteragdes significativas na SNA.
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Figura 15. Neurograma original e integrado ([) representativo da SNA obtido de uma
preparagdo in situ coragdo-bulbo-hipotalamo. Observe a simpatoexcita¢do induzida por carbacol
5 mM microinjetado no NTSc, resultando em aumento na pressdo de perfusdo (PP). O gréfico
demonstra os efeitos da microinjecdo de carbacol 5 mM no NTSc sobre a SNA. Os resultados
foram expressos como média + EPM. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas

repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. * carbacol 5 mM diferente de veiculo.
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5.2.3. Carbacol no NTS comissural ndo altera a frequéncia respiratéria e aumenta a

amplitude do nervo frénico

Diferentemente do resultado observado com a nicotina, a microinjecdo de
carbacol 5 mM no NTSc promoveu um discreto aumento (embora ndo significante) da
frequéncia respiratoria nos primeiros 10 s, voltando a linha de base em seguida, conforme
ilustrado na figura 16B. No entanto, observou-se um aumento na amplitude do nervo frénico
induzido pelo carbacol no NTSc (23,7 + 4,9 vs. veiculo -1,1 + 0,8% aos 24 s, p < 0,05; figura
16C).
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Figura 16. Neurograma original e integrado (]) representativo da PNA obtido de uma preparago in
situ coracao-bulbo-hipotalamo (A). A microinjecdo de carbacol 5 mM no NTSc ndo promoveu
alteragdes significativas na frequéncia respiratoria (B). Em (C), observamos o aumento sobre a
amplitude do nervo frénico durante 1 min ap6s a microinjecdo de carbacol no NTSc. Os resultados
foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas,

associada ao teste Student Newman-Keuls.

Werner Issao Furuya



Parte 1 — Resultados 44

5.2.4. Carbacol no NTS comissural altera o acoplamento simpato-respiratorio

Na figura 17 observamos o acoplamento entre SNA e PNA em condicdes basais e
apos as injecOes de veiculo e carbacol 5 mM no NTSc. Verificamos que em condicdes basais
(basal e veiculo no NTSc) a maior atividade simpatica ocorre durante o periodo inspiratorio
(Insp). A exemplo do que ocorre com a nicotina, a microinjecdo de carbacol 5 mM no NTSc
promove alteracdo no acoplamento simpato-respiratério, com o pico de atividade simpatica
passando do periodo inspiratdrio para o pos-inspiratorio.
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Figura 17. Efeitos da microinjecdo de carbacol no NTSc sobre o acoplamento simpato-respiratorio.
Observe o pico de SNA coincidente com o final do periodo Insp e inicio do periodo Post-1 em
condi¢des basais e com injecdo de veiculo. A injecdo de carbacol 5 mM no NTSc promoveu uma
inibicdo da SNA durante o periodo Insp e um aumento durante o periodo Post-I. O gréfico de barras
demonstra as variacdes da atividade simpatica durante as trés fases do ciclo respiratdrio sob condicdes
basais e ap6s a microinjecao de veiculo e carbacol 5 mM no NTSc. O pico da atividade simpatica foi
normalizado a 100% e o nivel de ruido a 0%. E2, fase expiratoria; Insp, fase inspiratoria; Post-I, fase
pos-inspiratéria. Os resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: ANOVA de

uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. # diferente de E2.
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5.2.5. Carbacol no NTS comissural aumenta a amplitude e o periodo pré-inspiratoério do

nervo hipoglosso

O neurograma representativo da figura 18 demonstra que a microinjecdo de
carbacol no NTSc aumentou a amplitude do nervo hipoglosso (46,2 £ 22,7 vs. veiculo -4,2 +
2,7% aos 12 s, p < 0,05), assim como o tempo pré-inspiratorio (386 + 62 vs. veiculo 110 + 40
ms, p <0,05; figura 19).
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Figura 18. Neurograma original e integrado (J) representativo da HNA obtido de uma
preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotadlamo. A microinjecdo de carbacol 5 mM no NTSc
promoveu aumento na amplitude do nervo hipoglosso. No grafico observamos esse aumento
na amplitude do nervo hipoglosso durante 1 min. Os resultados foram expressos como média
+ EPM. Anélise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste

Student Newman-Keuls. * carbacol 5 mM diferente de veiculo.
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Figura 19. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA obtidos de uma preparacéo in situ
coragdo-bulbo-hipotadlamo. A microinjecdo de carbacol 5 mM no NTSc promoveu aumento na
duracdo do periodo pré-1 do nervo hipoglosso. No gréafico, estdo representados as médias de 21 ciclos
respiratorios consecutivos, sendo 10 no periodo basal e 11 apds a microinjecdo de carbacol 5 mM no
NTSc, ocorrida no momento 0. Observe 0 aumento no pre-l do hipoglosso imediatamente ap6s a
injecdo de carbacol no NTSc. Os resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica:

ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. * carbacol 5
mM diferente de veiculo.
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5.2.6. Carbacol no NTS comissural aumenta a amplitude do pico p6s-inspiratorio do nervo

vago

A microinjecdo de carbacol 5 mM no NTSc aumentou o pico pos-inspiratorio do

nervo vago (41,2 + 12,8 vs. veiculo -1,3 £ 1,8%, p < 0,05), conforme ilustrado na figura 20.
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Figura 20. Neurograma original e integrado (J) representativo da cVNA obtido de uma
preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. A microinjecdo de carbacol 5 mM no NTSc
promoveu aumento na amplitude do pico poés-inspiratério do nervo vago. O grafico
demonstra o efeito da microinjecdo de carbacol 5 mM no NTSc sobre a amplitude do nervo
vago durante 1 min. Os resultados foram expressos como média £ EPM. Andlise estatistica:
ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. *

carbacol 5 mM diferente de veiculo.
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5.3. Efeitos do bloqueio da acetilcolinesterase no NTSc

5.3.1. Acetilcolina no NTS comissural promove diminuicdo da atividade simpatica na

presenca de fisostigmina

Um neurograma representativo demonstrando as alteragdes na SNA induzidas
pela microinjecédo de nicotina no NTSc pode ser observado na figura 21. A ACh 10 mM no
NTSc ndo promoveu alteragdes na SNA (-2,9 + 2,6 vs. veiculo -2,6 £ 2,5% aos 57 s, p >
0,05), mas promoveu simpatoinibicdo ap6s a microinjecdo de PHY 1 mM no NTSc (-16,1
4,1 % vs. veiculo e ACh antes de PHY aos 57 s, p < 0,05).
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Figura 21. Neurogramas originais e integrados (]) representativos da SNA e pressdo de perfusio (PP)
obtidos de uma preparacéo in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. Observe a simpatoinibi¢cdo induzida
pela ACh 10 mM microinjetada no NTSc ap6s a microinjecdo de PHY 1 mM no mesmo local. O
grafico demonstra o efeito da microinjecdo de ACh 10 mM no NTSc sobre a SNA ao longo de 1 min,
antes e apés PHY 1 mM. Os resultados foram expressos como média £+ EPM. Andlise estatistica:

ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=8.
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5.3.2. Acetilcolina no NTS comissural diminui a frequéncia respiratéria e aumenta a

amplitude do nervo frénico apds bloqueio da acetilcolinesterase

Apds a microinjecdo de PHY no NTSc, a ACh promove uma reducdo da
frequéncia respiratéria (-35,6 = 2,8 vs. veiculo 6,9 + 5,8 e ACh antes de PHY 9,9 + 5,5 % aos
39 s, p < 0,05), conforme ilustrado na figura 22. Observamos também que, apds o bloqueio
da AChE, a ACh induz aumento na amplitude de disparo do nervo frénico (17,2 £ 3,6 vs.
veiculo 2,3 £ 1,6 e ACh antes de PHY 4,2 + 3,2 % aos 15 s, p < 0,05), conforme ilustrado na
figura 23.
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Figura 22. Neurogramas originais e integrados (]) representativos da PNA obtidos de uma preparacio
in situ coragao-bulbo-hipotdlamo. Ap6s o bloqueio da AChE com PHY, a ACh 10 mM microinjetada
no NTSc promoveu bradipnéia. O grafico demonstra o efeito da ACh 10 mM no NTSc sobre a
frequéncia respiratoria durante 1 min. Os resultados foram expressos como média £ EPM. Anélise

estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=8.
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Figura 23. Neurogramas originais e integrados () representativos da PNA obtidos de uma
preparacdo in situ coracdao-bulbo-hipotdlamo. Observe o0 aumento na amplitude do nervo
frénico apds o blogueio da AChE pela PHY. O grafico demonstra o efeito da ACh 10 mM no
NTSc sobre a amplitude do nervo frénico durante 1 min. Os resultados foram expressos

como média £ EPM. Anadlise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada
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5.3.3. Fisostigmina no NTS comissural potencializa 0 aumento da amplitude e do periodo

pré-inspiratdrio do nervo hipoglosso induzido pela acetilcolina

Conforme podemos observar no neurograma representativo da HNA na figura 24,
a microinjecdo de ACh no NTSc aumentou a amplitude de disparo do nervo hipoglosso (14,3
+ 6,3 vs. veiculo 1,0 + 4,7% aos 9 s, p < 0,05), que foi potencializada na presenca da PHY
(34,8 £ 5,6% vs. veiculo e antes de PHY aos 9 s, p < 0,05). A ACh no NTSc também
aumentou o tempo pré-inspiratorio do hipoglosso (280 + 86 vs. veiculo 137 £ 49 ms, p <
0,05), que foi potencializado ap6s o bloqueio da AChE (436 £ 26 vs. veiculo e antes de PHY,
p < 0,05) conforme ilustrado na figura 25.
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Figura 24. Neurogramas originais e integrados ([) representativos da HNA obtidos de uma
preparacdo in situ coragdo-bulbo-hipotalamo. A ACh 10 mM microinjetada no NTSc promoveu
aumento na amplitude do nervo hipoglosso. O grafico demonstra a potencializacdo do efeito da ACh
apos a microinjecdo de PHY 1 mM no NTSc sobre a amplitude do nervo hipoglosso durante 1 min.
Os resultados foram expressos como média £ EPM. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias,

medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=8.
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Figura 25. Neurogramas originais representativos da HNA obtidos de uma preparagdo in situ
coracdo-bulbo-hipotalamo. As areas sombreadas representam o pre-1 do HN. Observamos as médias
de uma sequéncia de 21 ciclos respiratdrios consecutivos, sendo 10 no periodo basal e 11 apds a
microinjegdo de ACh 10 mM no NTSc, ocorrida no momento 0. Note o aumento no pre-l do
hipoglosso imediatamente ap6s a injecdo de ACh no NTSc, antes e ap6s o bloqueio da AChE pela
PHY. Os resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: ANOVA de duas vias,

medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=8.
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5.3.4. Fisostigmina no NTS comissural potencializa o aumento da amplitude do nervo vago
induzido pela acetilcolina

Observando o neurograma representativo do cVNA na figura 26, podemos
perceber que a microinjecdo de ACh 10 mM no NTSc aumentou o pico pds-inspiratorio do
nervo vago (17,7 £ 7,6 vs. veiculo 3,9 + 2,1 % aos 9 s, p < 0,05), que foi potencializado apds
a injecdo de PHY (35,8 £ 5,7 % vs. veiculo e antes de PHY aos 9 s, p < 0,05).

ACh 10 mM

m
x 3
l [cVNA ; &
-
o
&l
<

" >
> | =
ol (cVNA |8
®
2
5s
—&— veiculo

—@— ACh antes de PHY
170 - —®— ACh apés PHY

% p <0,05 vs, veiculo
< t p<0,05 vs. ACh antes de PHY
=)
bocd f
g% Pxt gy
3 * %
o
£
©
'
g
(&) -
<
& ST
90 T ¥ T = Ll Al
0 12 24 36 48 60
Tempo (s)

Figura 26. Neurogramas originais e integrados ([) representativos da cVNA obtido de uma
preparacdo in situ coragdo-bulbo-hipotdlamo. A ACh 10 mM microinjetada no NTSc
promoveu aumento na amplitude do pico pdés-inspiratério do nervo vago. O grafico
demonstra a potencializacdo do efeito da ACh ap6s a microinjecdo de PHY 1 mM no NTSc
sobre a amplitude do nervo vago ao longo de 1 min. Os resultados foram expressos como
média + EPM. Analise estatistica: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao

teste Student Newman-Keuls, n=8.
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6. DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta um resumo das principais respostas simpatica e respiratérias

observadas com a injecdo de agonistas colinérgicos no NTSc.

SNA PNA HNA cVNA

média acoplamento frequéncia amplitade pre-1 amplitude post-1
NICOTINA aumenta altera diminul aumenta aumenta aumenta aumenta
CARBACOL aumenta altera nido altera aumenta aumenta aumenta aumenta

Tabela 1. Principais respostas observadas na SNA, PNA, HNA e cVNA as injecOes de nicotina ou

carbacol no NTSc de ratos submetidos a preparagéo in situ.

No presente estudo observamos que 0s agonistas colinérgicos, tanto nicotinico
quanto muscarinico, microinjetados no NTSc, promovem aumento da atividade simpética. Em
um estudo recente de nosso laboratorio, verificamos que a ACh, microinjetada no NTSc, ndo
promove alteracbes na média da atividade simpética (Furuya et al., 2014). Isso se deve,
provavelmente ao fato de que a ACh é rapidamente degradada pela enzima acetilcolinesterase
(AChE), presente no NTS (Kobayashi et al., 1978; Simon et al., 1981). Em protocolo
posterior, observamos que a microinjecdo de ACh no NTSc apds inibi¢cdo da AChE com PHY
promoveu diminuicdo da atividade simpatica. Portanto, a longo prazo, a ativacdo simultanea
de ambos receptores nicotinico e muscarinico no NTSc induz uma resposta simpatica oposta
aquela observada quando apenas um dos receptores € ativado isoladamente. Uma alternativa
para elucidar essas diferencas pode ser a injecdo simultanea de nicotina e carbacol no NTSc e
verificacdo de possiveis alteracdes na atividade simpatica.

No presente estudo observamos também que tanto a nicotina quanto o carbacol no
NTSc modificam o padrdo de modulacdo respiratoria da atividade simpatica. Em condicgdes
basais, a atividade simpética apresenta um aumento fasico durante a fase inspiratoria,
atingindo um pico maximo durante o final da inspiracdo. A microinjecdo de nicotina ou
carbacol no NTSc promoveu um deslocamento da modulagéo respiratdria da fase inspiratoria
para a fase pds-inspiratoria. Estudos prévios de nosso laboratorio demonstraram que a
microinjecdo de ACh, também no NTSc, induz a mesma alteracdo no acoplamento simpato-
respiratério (Furuya et al., 2014), sendo esta alteracdo muito semelhante aquela observada em

condi¢Bes de ativacdo dos quimiorreceptores periféricos (Dick et al., 2004; Mandel &
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Schreihofer, 2009; Costa-Silva et al., 2010). Dessa forma, nossos resultados sugerem que a
ativacdo de receptores colinérgicos no NTSc estaria envolvida na modulagdo simpética em
resposta ao quimiorreflexo, considerando que as aferéncias provenientes dos
quimiorreceptores periféricos convergem predominantemente para 0 NTSc (Ciriello et al.,
1994; Chitravanshi et al., 1994; Colombari et al., 1996). Além disso, esse mesmo estudo
demonstrou que a mecamilamina (antagonista nicotinico), microinjetada no NTSc, bloqueia a
alteracdo no acoplamento simpato-respiratorio induzida pela ACh (Furuya et al., 2014),
reforcando a ideia da participacdo de uma via nicotinica no NTSc na modulacdo do
quimiorreflexo.

Com relacgdo a atividade respiratdria, observamos que o0s agonistas colinérgicos no
NTSc induzem respostas distintas: enquanto a nicotina induz uma diminui¢do na frequéncia
do nervo frénico, observamos que o carbacol promove uma tendéncia a aumentar esta
variavel. Além disso, observamos que a ACh no NTSc, na presenca da PHY, promove um
répido e discreto aumento seguido de uma diminuicdo da frequéncia respiratdria a longo
prazo, de forma semelhante a nicotina. Em estudos recentes de nosso laboratorio,
demonstramos que a injecdo de ACh no NTSc promove aumento da frequéncia respiratoria
(Furuya et al., 2014). Considerando que a ACh promove ativacdo de ambos receptores
nicotinico e muscarinico, é provavel que somente a ativacdo simultanea dos dois subtipos de
receptores colinérgicos no NTSc possa induzir a resposta de taquipnéia observada
anteriormente. Observamos também uma reducdo da frequéncia respiratéria induzida pela
nicotina, o que reforca a idéia da participacdo de receptores nicotinicos do NTSc na via do
quimiorreflexo. A ativagdo do quimiorreflexo promove, inicialmente, uma répida resposta de
taquipnéia, seguida de uma bradipnéia duradoura (Powell et al., 1998). Portanto, é possivel
gue 0s receptores nicotinicos do NTSc estejam envolvidos nessa resposta tardia do
qguimiorreflexo. Observamos também que os agonistas colinérgicos, bem como a ACh na
presenca de bloqueador da AChE, promoveram um aumento na amplitude de disparo do
frénico. A ativacdo do quimiorreflexo também produz um imediato aumento da amplitude do
nervo frénico (Powell et al., 1998). Portanto, sugerimos que o aumento na amplitude do nervo
frénico na resposta respiratdria ao quimiorreflexo seja dependente da ativagdo dos receptores
colinérgicos no NTSc. Em estudos prévios ndo quantificamos os efeitos da ACh no NTSc
(Furuya et al., 2014), mas é possivel que 0 mesmo tenha acontecido.

Também foi observado que tanto a nicotina quanto o carbacol promovem um

aumento na amplitude e duracdo do periodo pré-inspiratorio (pre-1) do nervo hipoglosso. A
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ACh no NTSc também promove um rapido aumento na amplitude de disparo desse nervo e na
duracdo do pre-lI. A inibicdo da AChE com PHY promoveu uma potencializagdo dessas
respostas induzidas pela ACh. Os neurdnios motores do nervo hipoglosso sdo responsaveis
pela inervacdo dos masculos da lingua (Fregosi, 2011), e a ativacdo do nervo hipoglosso
promove contracdo e reposicionamento da lingua de modo a promover abertura das vias
aéreas superiores durante a inspiracdo (Bailey et al., 1985). Desta forma o registro do nervo
hipoglosso esta relacionado a atividade inspiratoria/pré-inspiratéria (Smith et al., 2007).
Observamos que a atividade do nervo hipoglosso apresenta um padrdo de atividade que
antecede em 50-100 ms o disparo do nervo frénico em condicGes basais, que corresponde ao
pre-1, conforme observado em dados da literatura (Abdala et al., 2009; Smith et al., 2007) e
no presente estudo, sendo que esse intervalo aumenta durante o quimiorreflexo (Abdala et al.,
2009). No presente estudo, o aumento do intervalo entre o disparo do nervo hipoglosso e o
disparo do nervo frénico induzido pelos agonistas colinérgicos no NTSc indicam a
participacdo dos receptores colinérgicos deste subnucleo na atividade respiratéria e pode
também indicar uma participacdo de receptores colinérgicos nas vias de modulacdo do
quimiorreflexo.

Observamos também que ambos o0s agonistas colinérgicos no NTSc promoveram
aumento na amplitude do nervo vago, sem distin¢cdo entre os componentes inspiratorio e
expiratério, e também que a ACh induz aumento da amplitude do nervo vago nos segundos
iniciais apds a injecdo no NTSc, e que esse aumento é potencializado com o blogueio da
AChE. No NTSc encontramos neurdnios respiratorios que se conectam com neurdnios da
coluna respiratéria ventral, localizada na superficie ventral do bulbo (Subramanian et al.,
2007; Alheid et al., 2011). Dentre as regides da coluna respiratéria ventral que recebem
projecdes do NTSc destacamos o complexo pré-Botzinger (pré-BotC), que contém a
circuitaria essencial para a geracdo do ritmo inspiratério (Feldman & Del Negro, 2006; Smith
et al., 1991; Smith et al., 2000) e os neurdnios bulbo-espinhas da porcéo rostral do grupo
respiratorio ventral. O aumento da atividade do nervo vago, incluindo seu componente
inspiratorio, induzido pelos agonistas colinérgicos no NTSc, e intensificado na auséncia da
AChE, indica um aumento da atividade inspiratoria da coluna respiratéria ventral. De fato,
Shao et al. (Shao et al., 2005) demonstrou que a ACh modula a neurotransmisséo excitatoria
no pré-BotC, consequentemente regulando o ritmo respiratorio. Recentemente,
demonstramos, utilizando a preparagéo in situ, que a microinjecdo de ACh no NTSc promove

um aumento na frequéncia do nervo frénico (Furuya et al., 2014). Dessa forma, considerando
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as conexdes entre neurdnios respiratorios do NTSc e neurdnios respiratorios do pré-BotC, é
possivel que o sistema colinérgico da coluna respiratoria dorsal esteja ativando o sistema
colinérgico da coluna respiratoria ventral, promovendo aumento da atividade respiratoria.
Conforme observado anteriormente, 0 aumento na amplitude do nervo hipoglosso,
induzido pelos agonistas colinérgicos e pela ACh, também corrobora com o aumento na
atividade pré-inspiratéria, uma vez que 0s neurdnios motores do hipoglosso recebem
projecdes excitatorias provenientes do pré-BotC. Além disso, Chamberlin et al. (Chamberlin
et al., 2002) demonstrou que neurénios motores do hipoglosso sdo ativados por agonista
nicotinico, sugerindo que essa ativagdo nicotinica possa contribuir para a manutencdo central
do padréo de abertura de vias aéreas superiores, o que reforca a idéia da comunicagdo entre 0s

sistemas colinérgicos das colunas respiratérias dorsal e ventral.
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7. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

7.1. Experimento 4:

Um grupo de animais foi mantido em hipdxia 10% de O, durante 24 horas. Em
seguida, eles foram submetidos a preparacdo in situ coragdo-bulbo-hipotalamo. Apds a
estabilizacdo da preparacédo, foi microinjetado veiculo no NTSc, e os efeitos na SNA, PNA,
HNA e cVNA foram analisados.

7.2. Experimento 5:

Um outro grupo de animais foi mantido em hipdxia 10% de O, durante 24 horas,
da mesma forma que o grupo anterior. Em seguida, eles foram submetidos a preparacéo in situ
coracdo-bulbo-hipotdlamo. Apds a estabilizacdo da preparacdo, 0s animais receberam

mecamilamina (5 mM) no NTSc, e os efeitos na SNA, PNA, HNA e cVNA foram analisados.

7.3. Experimento 6:

Um terceiro grupo de animais foi mantido em hipoxia 10% de O, durante 24 horas
e, logo em seguida, submetidos a preparacdo in situ coracdao-bulbo-hipotdlamo. Apoés a
estabilizacéo da preparacéo, foi microinjetado atropina (5 mM) no NTSc, e os efeitos na SNA,
PNA, HNA e cVNA foram analisados.
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8. RESULTADOS

8.1. Hipdxia sustentada 24 horas altera os niveis basais dos nervos simpatico, frénico e

hipoglosso

Observamos na figura 27 que a hipoxia 10% de O, por 24 horas promoveu
aumento nos valores basais de SNA (23,7 + 2,5 vs normoxia 13,6 + 1,3 uV, p < 0,001),
diminuicdo da frequéncia respiratoria (14,4 £ 1,1 vs normoxia 20,8 = 1,3 bpm, p < 0,001),
aumento na amplitude do nervo frénico (39,8 £ 3,2 vs. normdxia 29,3 £ 1,6 4V, p < 0,001) e
aumento na duragdo do periodo pre-I do nervo hipoglosso (603 + 56 vs norméxia 155 + 23
ms, p <0,001).
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Figura 27. Neurogramas originais e integrados (J) representativos da SNA (A), PNA (B) e HNA (C)
obtidos de preparacdes in situ coracdo-bulbo-hipotalamo em norméxia ou apds 24 h de hipdxia 10%
de O,. Os graficos de barras demonstram os efeitos hipéxia sobre os valores basais de SNA, PNA e
pre-1 do HNA. Os resultados foram expressos como média £ EPM. Analise estatistica: teste t, *p <

0,001 vs. normoxia.
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8.2. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre a resposta simpética a hipdxia

8.2.1 Efeitos da hipdxia sobre a atividade simpatica: grupo controle

Na figura 28 observamos que na SNA do animal previamente submetido a
hipéxia 10% de O, ndo houve alteracbes apos a injecdo de veiculo no NTSc (29,8 + 2,8 vs
basal 30,8 + 3,1 uV, p > 0,05).
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Figura 28. Neurogramas integrados () representativos da SNA obtidos
de uma preparacao in situ cora¢do-bulbo-hipotdlamo. O gréfico de barras
demonstra os efeitos da injecdo de veiculo no NTSc sobre a SNA de
animais previamente submetidos a hipéxia (O, 10%, 24 h). Os resultados
foram expressos como média £ EPM. Analise estatistica: teste t pareado;
n=4.
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8.2.2. Antagonista nicotinico no NTSc diminui a resposta simpatica a hipoxia

Observamos na figura 29 a injecdo de mecamilamina no NTSc de animais
previamente submetido a hipoxia 10% de O, promoveu diminui¢do da SNA (15,7 + 4,4 vs.
basal 17,1 £ 4,6 pV, p <0,05).
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Figura 29. Neurogramas integrados (J) representativos da SNA obtidos
de uma preparacao in situ cora¢do-bulbo-hipotdlamo. O gréfico de barras
demonstra os efeitos da injecdo de mecamilamina no NTSc sobre a SNA
de animais previamente submetidos a hipoxia (O, 10%, 24 h). Os
resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: teste
t pareado, *p < 0,05 vs. basal; n=6.
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8.2.3. Antagonista muscarinico no NTSc diminui a resposta simpatica a hipdxia

Na figura 30 observa-se que houve diminui¢do na SNA de animais que passaram
pela hipdxia 10% de O,, apos a injecdo de atropina 5 mM no NTSc (23,3 + 3,5 vs basal 25,0 £
3,5uV, p<0,05).
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Figura 30. Neurogramas integrados (]) representativos da SNA obtidos
de uma preparacao in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. O gréfico de barras
demonstra os efeitos da injecdo de atropina no NTSc sobre a SNA de
animais previamente submetidos a hipdxia (O, 10%, 24 h). Os resultados
foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: teste t pareado,
*p < 0,05 vs. basal; n=8.
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8.3. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre as respostas do nervo frénico a

hipoxia.
8.3.1 Efeitos da hipdxia sobre a frequéncia e amplitude do nervo frénico: grupo controle

Na figura 31 observamos que a frequéncia respiratoria do animal previamente
submetido a hipoxia 10% de O, ndo foi alterada apds a injecdo de veiculo no NTSc (12,0 £
1,8 vs basal 11,2 + 1,5 bpm, p > 0,05). Da mesma forma, a amplitude do nervo frénico néo foi
modificada com a injecdode veiculo (29,3 * 4,8 vs basal 30,0 £ 4,0 uV, p > 0,05).
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Figura 31. Neurogramas integrados (]) representativos da PNA obtidos de uma preparagdo in situ
coracgdo-bulbo-hipotalamo. Os graficos de barras demonstram os efeitos da injecdo de veiculo no
NTSc sobre a frequéncia e amplitude do nervo frénico de animais previamente submetidos a hipoxia
(O, de 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média =+ EPM. Analise estatistica: teste t

pareado; n=4.
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8.3.2. Antagonista nicotinico no NTSc aumenta a frequéncia do nervo frénico apds a
hipdoxia

A figura 32 ilustra que a injecdo de mecamilamina no NTSc de animais
previamente submetido a hipoxia 10% de O, promoveu aumento da frequéncia respiratoria
(20,8 £ 2,5 vs. basal 16,2 = 2,4 bpm, p < 0,05). No entanto, a injecdo de mecamilamina no
NTSc ndo promoveu alteracbes na amplitude do nervo frénico (39,3 £ 6,1 vs. basal 40,5 £ 4,0
uV, p > 0,05).
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Figura 32. Neurogramas integrados ([) representativos da PNA obtidos de uma preparagdo in situ
coragdo-bulbo-hipotalamo. Os gréaficos de barras demonstram os efeitos da injecdo de mecamilamina
no NTSc sobre a frequéncia e amplitude do nervo frénico de animais previamente submetidos a
hipoxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média £ EPM. Analise estatistica: teste t

pareado, *p < 0,05 vs. basal; n=6.
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8.3.3. Antagonista muscarinico no NTSc aumenta a frequéncia e diminui a amplitude do

nervo frénico apos a hipdxia

Na figura 33 podemos observar que a inibicdo dos receptores muscarinicos do
NTSc dos animais que passaram pela hipoxia 10% de O, induziu aumento da frequéncia
respiratéria (19,8 £ 3,2 vs. basal 14,8 £ 1,2 bpm, p<0,05), e  também  diminuicdo  na
amplitude do nervo frénico (38,3 + 5,5 vs. basal 44,2 £ 5,6 uV, p < 0,05).
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Figura 33. Neurogramas integrados (J) representativos da PNA obtidos de uma preparacdo in situ
coragdo-bulbo-hipotalamo. Os gréaficos de barras demonstram os efeitos da injecdo de atropina no
NTSc sobre a frequéncia e amplitude do nervo frénico de animais previamente submetidos a hipdxia
(O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: teste t

pareado, *p < 0,05 vs. basal; n=8.
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8.4. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre as respostas do nervo hipoglosso
a hipdxia.
8.4.1. Efeitos da hipdxia sobre a amplitude do nervo hipoglosso: grupo controle

Na figura 34 observamos que a amplitude do nervo hipoglosso dos animais
previamente submetidos a hipoxia 10% de O, ndo foi alteracGes apos a injecdo de veiculo no
NTSc (35,1 £ 6,8 vs basal 39,7 + 6,7 pV, p > 0,05).
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Figura 34. Neurogramas integrados (J) representativos da HNA obtidos
de uma preparacao in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. O gréfico de barras
demonstra os efeitos da injecdo de veiculo no NTSc sobre a amplitude do
nervo hipoglosso de animais previamente submetidos & hipdxia (O, 10%,
24 h). Os resultados foram expressos como média £ EPM. Analise

estatistica: teste t pareado; n=4.
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8.4.2. Antagonista nicotinico no NTSc diminui a amplitude do nervo hipoglosso apos a
hipdoxia
A figura 35 demonstra que a injecdo de mecamilamina no NTSc de animais

previamente submetido a hipoxia 10% de O, promoveu diminui¢do da amplitude do nervo
hipoglosso (22,5 £ 1,6 vs. basal 27,5 + 1,4 pV, p <0,05).
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Figura 35. Neurogramas integrados (]) representativos da HNA obtidos
de uma preparacao in situ cora¢do-bulbo-hipotdlamo. O gréfico de barras
demonstra os efeitos da injecdo de mecamilamina no NTSc sobre a
amplitude do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos a
hipoxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como media *

EPM. Analise estatistica: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; n=6.
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8.4.3. Antagonista muscarinico no NTSc diminui a amplitude do nervo hipoglosso apos a
hipdxia
Na figura 36 observamos que o antagonismo dos receptores muscarinicos do

NTSc dos animais que passaram pela hipoxia 10% de O, também promoveu diminuic¢do da

amplitude do nervo hipoglosso (23,0 £ 2,1 vs. basal -32,5 £ 4,6 uV, p < 0,05).
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Figura 36. Neurogramas integrados (J) representativos da HNA obtidos
de uma preparacao in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. O gréfico de barras
demonstra os efeitos da injecdo de atropina no NTSc sobre a amplitude
do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos a hipoxia (O,
10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média + EPM. Anélise

estatistica: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; n=8.
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8.4.4. Efeitos da hipoxia sobre a duracéo do pre-1 do nervo hipoglosso: grupo controle

Conforme observamos na figura 37, a duragdo do pre-1 do nervo hipoglosso dos
animais previamente submetidos a hipoxia 10% de O, ndo foi modificada apés a injecdo de
veiculo no NTSc (525 + 60 vs basal 585 + 98 ms, p > 0,05).

@ 4 (< 4 @ <
o o5 o ® S 5
& &

K & g |

PN |

®
<o

: o 3
basal apos veiculo

700 -

600 - T

400 -

a
o
o

300 A

200 -

HNA Pre-1 (ms)

100 H

basal apos veiculo

Figura 37. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA
obtidos de uma preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. O gréafico
de barras demonstra os efeitos da injecdo de veiculo no NTSc sobre a
duracdo do pre-I do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos
a hipdxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média +

EPM. Analise estatistica: teste t pareado; n=4.
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8.4.5. Antagonista nicotinico n&o altera o pre-1 do nervo hipoglosso

A figura 38 demonstra que a injecdo de mecamilamina no NTSc dos animais
previamente submetidos a hipoxia nao alterou de forma significativa a duracdo do pre-1 do
nervo hipoglosso (620 £ 84 vs. basal 753 £ 108 ms, p > 0,05).
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Figura 38. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA
obtidos de uma preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. O gréafico
de barras demonstra os efeitos da injecdo de mecamilamina no NTSc
sobre a duracdo do pre-I do nervo hipoglosso de animais previamente
submetidos a hipoxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos

como média + EPM. Analise estatistica: teste t pareado; n=6.

Werner Issao Furuya



Parte 2 — Resultados 72

8.4.6. Antagonista nicotinico n&o altera o pre-1 do nervo hipoglosso

Na figura 39 observamos que a injecdo do antagonista muscarinico no NTSc
diminui a duracdo do pre-I do nervo hipoglosso nos animais previamente expostos a hipdxia
10% de O, (366 * 65 vs. basal 501 + 70 ms, p < 0,05).
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Figura 39. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA
obtidos de uma preparagdo in situ coracdo-bulbo-hipotdlamo. O gréfico
de barras demonstra os efeitos da injecdo de atropina no NTSc sobre a
duracéo do pre-I do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos
a hipdxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média +

EPM. Analise estatistica: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; n=8.
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8.5. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre as respostas do nervo vago a

hipoxia.
8.5.1 Efeitos da hipoxia sobre a amplitude do nervo vago: grupo controle

Na figura 40 observamos que a amplitude do nervo vago dos animais
previamente submetidos a hipoxia 10% de O, ndo foi alterada ap6s a injecdo de veiculo no
NTSc (20,0 £ 3,4 vs basal 24,2 + 4,6 pV, p > 0,05).
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Figura 40. Neurogramas integrados ([) representativos da cVNA obtidos
de uma preparacao in situ coracdo-bulbo-hipotdlamo. O gréfico de barras
demonstra os efeitos da injecdo de veiculo no NTSc sobre a amplitude do
nervo vago de animais previamente submetidos a hipoxia (O, 10%, 24 h).
Os resultados foram expressos como média £ EPM. Andlise estatistica:

teste t pareado; n=4.
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8.5.2. Antagonista nicotinico no NTSc diminui a amplitude do nervo vago ap6s a hipdxia

Observamos na figura 41 que a injecdo de mecamilamina no NTSc dos animais
submetidos hipdxia a 10% de O, diminuiram a amplitude do pico pos-inspiratorio do nervo
vago (15,7 + 1,3 vs. basal 22,9 £ 1,4 uV, p <0,05).
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Figura 41. Neurogramas integrados (/) representativos da cVNA obtidos
de uma preparacao in situ cora¢do-bulbo-hipotalamo. O gréfico de barras
demonstra os efeitos da injecdo de mecamilamina no NTSc sobre a
amplitude do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos a
hipoxia (O, 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média +

EPM. Andlise estatistica: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; n=6.
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8.5.3. Antagonista muscarinico no NTSc diminui a amplitude do nervo vago apos a hipoxia

Na figura 42 observamos que o antagonismo muscarinico no NTSc também
diminui a amplitude do pico pos-inspiratorio do nervo vago nos animais previamente expostos
a hipdxia 10% de O, (15,8 + 2,3 vs. basal 22,3 + 2,9 pV, p < 0,05).
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Figura 42. Neurogramas integrados (|) representativos da cVNA obtidos
de uma preparacéo in situ coragao-bulbo-hipotdlamo. O gréfico de barras
demonstra os efeitos da injecdo de atropina no NTSc sobre a amplitude
do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos a hipoxia (O,
10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média £ EPM. Analise

estatistica: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; n=8.
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9. DISCUSSAO

Na tabela 2 observamos um resumo das principais respostas simpatica e
respiratorias induzidas pela hipdxia sustentada por 24 h, bem como os efeitos de injecbes de

antagonistas colinérgicos no NTSc sobre tais respostas.

SNA PNA HNA cVNA
média frequéncia amplitude pre-1 amplitude post-1
HIPOXIA aumenta diminui aumenta aumenta nio altera ndo altera
""’(_BXlA atenua o atenua a nio altera nio altera
MEC aumento diminuicio o0 aumento o0 aumento diminui diminui
HIPOXIA atenua o atenua a atenua o atenua o
+ “ diminui diminui
ATR aumento diminuigio aumento aumento

Tabela 2. Principais respostas observadas na SNA, PNA, HNA e cVNA a hipdxia sustentada 24 h,
bem como os efeitos de antagonistas nicotinico e muscarinico injetados no NTSc de animais

previamente submetidos a hipdxia.

No presente estudo observamos que 0s animais previamente expostos a hipoxia
sustentada apresentaram aumento da atividade simpética, diminuicdo da frequéncia
respiratoria, aumento da amplitude do nervo frénico e aumento do pre-1 do nervo hipoglosso.

Moraes et al. (2014) demonstrou que animais submetidos a hipdxia sustentada por
24 h apresentam elevada atividade do nervo simpatico toracico. No presente estudo, o
antagonismo colinérgico no NTSc promoveu uma resposta de simpatoinibicdo, sugerindo um
envolvimento dos mecanismos colinérgicos do NTSc na manutencdo da resposta simpatica a
hipdxia sustentada. Em dados prévios de nosso laboratorio observamos que o antagonismo
colinérgico no NTSc néo alterou a resposta simpatoexcitatoria a ativacdo do quimiorreflexo
com KCN (Furuya et al., 2014). Este mesmo estudo demonstrou também que a injecdo de
antagonistas colinérgicos isoladamente no NTSc ndo promoveram alteracdes nas atividades
simpatica e respiratoria basais de animais controle. Dessa forma, nossos resultados sugerem
que 0s animais expostos a hipdxia sustentada 10% de O, por 24 h apresentam uma

hiperatividade colinérgica no NTSc, que ndo é observada apds estimulos de hipoxia citotoxica
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aguda, com duracdo de poucos segundos. A hipotese da hiperatividade colinérgica no NTSc
associada a maior atividade simpatica € reforcada por outros resultados do presente estudo,
onde a injecdo de agonistas colinérgicos no NTSc promoveram aumento da atividade
simpatica (figuras 8 e 15).

Moraes et al. (2014) também demonstrou que a hipdxia sustentada 24 h promove
aumento do pre-1 do nervo hipoglosso. Observamos que os antagonistas colinergicos injetados
no NTSc atenuaram o aumento da amplitude do nervo hipoglosso, mas apenas o antagonista
muscarinico injetado atenuou o aumento do pre-l induzido pela hipoxia. Anteriormente,
verificamos que tanto a ACh quanto os agonistas nicotinico e muscarinico, injetados no
NTSc, também induzem aumento do pre-l. Dessa forma, nossos resultados sugerem o
envolvimento dos receptores colinérgicos do NTSc, preferencialmente muscarinicos, na
modulacdo da resposta respiratdria a ativacdo do quimiorreflexo induzido pela hipoxia
sustentada. Esse aumento na atividade pre-1 do hipoglosso resulta em uma antecipagdo na
abertura de vias aéreas superiores imediatamente anterior ao inicio do ciclo respiratério,
otimizando a inspiracdo.

No presente estudo observamos também que, apesar de ndo ocorrer alteracdes na
amplitude do pico pds-inspiratorio do nervo vago em decorréncia da hipoxia sustentada, a
injecdo dos antagonistas colinérgicos no NTSc promoveu diminuicdo dessa variavel. A
atividade motora pos-inspiratdria do nervo vago € gerada por neurdnios pds-inspiratorios da
coluna respiratdria ventral (Smith et al., 2007). No NTSc encontramos neuronios respiratorios
gue se comunicam com outros neurdnios respiratérios da coluna respiratéria ventral
(Subramanian et al., 2007; Alheid et al., 2011). A diminui¢do do pico pés-inspiratorio do
nervo vago apos a injecdo dos antagonistas colinérgicos no NTSc observada em nossos
estudos sugerem uma diminuicdo da atividade dos neurbnios pos-inspiratorios da coluna
respiratoria ventral que estariam recebendo projecdes excitatorias provenientes do NTSc. De
fato, Costa-Silva et al. (2010) demonstrou que a injecdo de acido quinurénico no NTSc
promoveu uma diminui¢cdo do componente pds-inspiratorio do nervo vago, demonstrando a
importancia desse subndcleo para a atividade pds-inspiratoria. Nossos resultados sugerem um
envolvimento da transmisséo colinérgica do NTSc na modulagéo da atividade pds-inspiratoria
em situacdes de hipoxia sustentada.

A diminuicdo da amplitude e duracdo do pre-1 do nervo hipoglosso associada a
diminuicdo da atividade pos-inspiratoria do nervo vago induzidos por antagonistas

colinérgicos no NTSc sugerem a participacdo de vias colinérgicas nesse subnlcleo na

Werner Issao Furuya



Parte 2 — Discussao 78

facilitacdo de abertura de vias aéreas superiores durante a inspiracdo e aumento da resisténcia
das mesmas vias durante a expiragdo, com o objetivo de otimizar as trocas gasosas em
situacOes de hipdxia.

A diminuicdo do pico pos-inspiratorio do nervo vago promove diminuicao
também no tempo de expiracdo (Costa-Silva et al., 2010) e, consequentemente, aumenta a
frequéncia respiratoria. Portanto, o aumento da frequéncia respiratéria que observamos apdés a
injecdo dos antagonistas colinérgicos no NTSc pode ser justificada pela diminuicdo do
componente pos-inspiratério do nervo vago, ainda que uma andlise da duracdo do tempo de
expiragdo ndo tenha sido realizada. Vale ressaltar que seria esperada uma frequéncia
respiratéria basal elevada nesses animais previamente expostos a hipoxia, o que ndo foi
observado. No entanto, observamos que o nervo abdominal apresenta atividade late-E em
condi¢des basais (em alguns animais onde esse registro foi realizado), caracteristico de
animais expostos a hipoxia sustentada (Moraes et al., 2014). A atividade late-E prolonga o
tempo de expiracdo e, consequentemente, diminui a frequéncia respiratoria (Abdala et al.,
2009). Além disso, a integridade da aferéncia vagal proveniente dos receptores de estiramento
pulmonar é essencial para o ritmo respiratério (Harris & Milson, 2001), o que ndo ocorre na
preparacgdo in situ, onde os pulmdes sao removidos.

Visto que o estimulo de hipoxia promove ativacdo do quimiorreflexo periférico,
poderiamos esperar que as respostas observadas fossem decorrentes de alteracfes no
corpusculo carotideo. No entanto, dados de nosso laboratério demonstram que animais
previamente expostos a hipoxia sustentada por 24 h e submetidos a preparacdo in situ,
apresentam aumento da resposta simpéatica e respiratoria a ativacdo do quimiorreflexo
periférico, mas ndo apresentam alteracGes na atividade do corplsculo carotideo (figura 43),
sugerindo que tais respostas seriam provenientes de mecanismos centrais, e ndo periféricos.
Dessa forma, o sistema colinérgico presente no NTSc estaria envolvido apenas com a
modulacéo central do quimiorreflexo.

As alteracbes nas atividades simpatica e respiratoria apresentadas na secao
anterior, onde foi realizada a ativacdo prolongada de receptores colinérgicos no NTSc por
meio da inibicdo da AChE associada a ACh (Figuras 22-26) ou da injecdo de agonistas
colinérgicos (Figuras 9-13 e 16-20), corroboram com os resultados apresentados nessa sec¢éo,
como resultado da exposicdo a hipoxia. As respostas observadas com 0 antagonismo

colinérgico no NTSc ap6s o estimulo de hipoxia sustentada corroboram e estendem nosso
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entendimento para a participacdo de uma via colinérgica do NTSc na regulacdo da via do

quimiorreflexo.
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Figura 43. Neurogramas originais e integrados (]) representativos
da atividade do nervo frénico (PNA), atividade do nervo simpético
toréacico (tSNA), atividade do nervo abdominal (ABD) e atividade
do nervo carotideo sinusal (CSN) obtidos de uma preparagéo in
situ coragdo-bulbo-hipotalamo de um animal previamente exposto
a hipdxia 10% de O, por 24 h. A &area sombreada representa a

resposta a ativagdo do quimiorreflexo periférico com KCN i.v.
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10. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

10.1. Experimento 7:

Um grupo de animais, utilizado como controle, foi submetido a preparacéo in situ
coragdo-bulbo-hipotalamo. Apds a estabilizacdo da preparacéo, foi aplicado um estimulo de
hipercapnia (90% de O; e 10% de CO,) na solucdo de perfusédo por 15 min, substituindo a
mistura de 95% de O, e 5% de CO, (baseado em Abdala et al., 2009; Simms et al., 2009;
Molkov et al., 2011), considerada em normoxia para a preparacao in situ. Foram avaliadas as
alteragBes na SNA, PNA, HNA, cVNA e AbNA. Apoés a estabilizacdo das atividades em
estado de hipercapnia, foi injetado, no NTSc, veiculo. Foram avaliados os efeitos na SNA,
PNA, HNA, cVNA e AbNA no intervalo entre 8-10 min ap0s as microinjecdes. Ao final dos
experimentos os cérebros dos animais foram removidos e foi processada a andlise histoldgica

para confirmacdo dos sitios de injecao.

10.2. Experimento 8:

Um outro grupo de animais foi submetido a preparacdo in situ coragdo-bulbo-
hipotalamo e exposto ao um estimulo de hipercapnia da mesma forma que o grupo anterior.
Apos a estabilizacdo das atividades em estado de hipercapnia, foi injetado, no NTSc,
mecamilamina 5 mM. Foram avaliados os efeitos na SNA, PNA, HNA, cVNA e AbNA no
intervalo entre 8-10 min apds as microinjecdes. Ao final dos experimentos os cérebros dos
animais foram removidos e foi processada a andlise histologica para confirmacao dos sitios de

injecéo.

10.3. Experimento 9:

Um terceiro grupo de animais foi submetido a preparagdo in situ coracdo-bulbo-
hipotdlamo e exposto ao um estimulo de hipercapnia conforme descrito anteriormente. Apos a
estabilizag&o das atividades em estado de hipercapnia, foi injetado, no NTSc, atropina 5 mM.
Foram avaliados os efeitos na SNA, PNA, HNA, cVNA e AbNA no intervalo entre 8-10 min
apos as microinjecdes. Ao final dos experimentos os cérebros dos animais foram removidos e

foi processada a analise histolégica para confirmacao dos sitios de injecéo.
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11. RESULTADOS

11.1. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre a resposta simpatica a

hipercapnia
11.1.1. Efeitos da hipercapnia sobre a atividade simpatica

Na figura 44 observamos que o estimulo de hipercapnia a 10% de CO, promoveu
aumento da SNA (13,6 + 2,6 vs. basal 11,0 £ 2,0 pV, p < 0,05), que nao foi alterado pela
injecdo de veiculo no NTSc (14,0 £ 2,9 vs. basal 11,0 + 2,0 uV, p < 0,05) [F(5,10)=8,240; p
< 0,05].
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Figura 44. Neurogramas integrados (J) representativos da SNA obtidos de uma
preparacdo in situ cora¢do-bulbo-hipotalamo. O gréfico de barras demonstra os efeitos
da hipercapnia (CO, 10%) sobre a SNA antes e ap0s a injecdo de veiculo no NTSc. Os
resultados foram expressos como média + EPM. Andlise estatistica: ANOVA de uma

via, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=6.

Werner Issao Furuya



Parte 3 — Resultados 83

11.1.2. Mecamilamina no NTSc néo altera a simpatoexcitacdo induzida por hipercapnia

Na figura 45 observamos que o aumento da SNA induzido por hipercapnia a 10%
de CO, (20,9 £ 2,7 vs. basal 17,8 + 2,2 uV, p < 0,05), ndo foi alterado pela injecdo de
mecamilamina 5 mM no NTSc (20,9 = 3,2 vs. basal 17,8 = 2,2 pV, p < 0,05) [F(7,14)=
4.881; p < 0,05].
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Figura 45. Neurogramas integrados (J) representativos da SNA obtidos de uma
preparacdo in situ corag¢do-bulbo-hipotadlamo. O grafico de barras demonstra os efeitos
da hipercapnia (CO, 10%) sobre a SNA antes e em dois intervalos apds a injegdo de
mecamilamina 5 mM no NTSc. Os resultados foram expressos como média + EPM.
Andlise estatistica: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student

Newman-Keuls, n=8.
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11.1.3. Atropina no NTSc néo altera a simpatoexcita¢ao induzida por hipercapnia

Na figura 46 observamos que o aumento da SNA induzido por hipercapnia a 10%
de CO; (13,8 £ 2,1 vs. basal 11,1 £ 1,4 nV, p <0,05), ndo foi alterado pela injecdo de atropina
5mMno NTSc (13,9 + 2,1 vs. basal 11,1 + 1,4 pV, p <0,05) [F(6,12)= 7.928; p < 0,05].
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Figura 46. Neurogramas integrados (|) representativos da SNA obtidos de uma
preparagdo in situ coracdo-bulbo-hipotadlamo. O grafico de barras demonstra os efeitos
da hipercapnia (CO, 10%) sobre a SNA antes e apds a inje¢do de atropina 5 mM no
NTSc. Os resultados foram expressos como média + EPM. Andlise estatistica:
ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls,
n=7.
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11.2. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre as respostas do nervo frénico a

hipercapnia.

11.2.1. Efeitos da hipercapnia sobre a atividade do nervo frénico

Na figura 47 observamos que a hipercapnia 10% de CO, promoveu uma
tendéncia a diminuicdo da frequéncia respiratoria (15,3 + 1,0 vs. basal 19,0 + 2,3 bmp, p >
0,05), que permaneceu inalterada apos a injecdo de veiculo no NTSc (17,8 £ 1,0 vs. basal 19,0
+ 2,3 bmp, p > 0,05) [F(5,10)= 3.029; p > 0,05]. A hipercapnia também promoveu aumento
da amplitude do nervo frénico (34,2 = 2,9 vs. basal 26,2 = 2,2 uV, p < 0,05), antes e apos a
injecdo de veiculo no NTSc (33,8 + 3,5 vs. basal 26,2 + 2,2 pV, p < 0,05) [F(5,10)= 26.551;
p < 0,001].
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Figura 47. Neurogramas integrados (f) representativos da PNA obtidos de uma preparagdo in situ
coragdo-bulbo-hipotalamo. Os gréaficos de barras demonstram os efeitos da hipercapnia (CO, 10%)
sobre a PNA antes e apds a injecdo de veiculo no NTSc. Os resultados foram expressos como média +
EPM. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student

Newman-Keuls, n=6.
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11.2.2. Mecamilamina no NTSc né&o altera a o aumento da amplitude do nervo frénico e a

bradipnéia induzidos por hipercapnia

Na figura 48 observamos que a hipercapnia 10% de CO, promoveu diminuicdo
da frequéncia respiratéria (16,7 = 0,8 vs. basal 24,1 + 1,9 bmp, p < 0,05), que permaneceu
inalterada apos a injecdo de mecamilamina 5 mM no NTSc (19,1 £ 0,8 vs. basal 24,1 + 1,9
bmp, p < 0,05) [F(7,14)= 14.113; p < 0,05]. A hipercapnia também promoveu aumento da
amplitude do nervo frénico (43,3 = 4,0 vs. basal 34,3 £ 2,7 uV, p < 0,05), antes e ap0ds a
injecdo de mecamilamina no NTSc (43,2 £ 4,0 vs. basal 34,3 + 2,7 uV, p < 0,05) [F(7,14)=
8.433; p < 0,05].
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Figura 48. Neurogramas integrados (]) representativos da PNA obtidos de uma preparagdo in situ
coracgdo-bulbo-hipotalamo. Os graficos de barras demonstram os efeitos da hipercapnia sobre a
frequéncia e amplitude do nervo frénico antes e apés a injecdo de mecamilamina 5 mM no NTSc. Os
resultados foram expressos como média £ EPM. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, medidas

repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=8.
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11.2.3. Atropina no NTSc néo altera a o aumento da amplitude do nervo frénico e a

bradipnéia induzidos por hipercapnia

Na figura 49 observamos que a hipercapnia 10% de CO, promoveu diminuicdo
da frequéncia respiratéria (15,1 + 1,1 vs. basal 18,6 + 2,1 bmp, p < 0,05), que permaneceu
inalterada ap0s a injecdo de atropina 5 mM no NTSc (15,3 £ 0,9 vs. basal 18,6 + 2,1 bmp, p <
0,05) [F(6,12)=5,140; p < 0,05]. A hipercapnia também promoveu aumento da amplitude do
nervo frénico (32,7 + 3,1 vs. basal 26,1 + 1,7 pV, p < 0,05), antes e ap0s a injecao de atropina
no NTSc (32,5 + 3,1 vs. basal 26,1 + 1,7 uV, p <0,05) [F(6,12)=14.089; p < 0,05].
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Figura 49. Neurogramas integrados (/) representativos da PNA obtidos de uma preparagio in situ
coracgdo-bulbo-hipotalamo. Os gréficos de barras demonstram os efeitos da hipercapnia sobre a PNA
antes e em dois intervalos apos a injegdo de atropina 5 mM no NTSc. Os resultados foram expressos
como média = EPM. Anélise estatistica: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste

Student Newman-Keuls, n=7.
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11.3. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre as respostas do nervo
hipoglosso a hipercapnia.
11.3.1. Efeitos da hipercapnia sobre a amplitude do nervo hipoglosso

Na figura 50 observamos que a hipercapnia promoveu aumento da amplitude do
nervo hipoglosso (32,3 + 3,2 vs. basal 25,4 £ 2,1 uV, p < 0,05), sem alteracdes ap0s a injecdo
de veiculo no NTSc (29,7 £ 3,5 vs. basal 25,4 + 2,1 uV, p < 0,05) [F(5,10)= 6.543; p < 0,05].
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Figura 50. Neurogramas integrados (]) representativos da HNA obtidos de uma
preparacdo in situ coragdo-bulbo-hipotalamo. O gréafico de barras demonstra o efeito
da hipercapnia sobre a amplitude do nervo hipoglosso antes e apds a injecdo de
veiculo no NTSc. Os resultados foram expressos como média + EPM. Analise
estatistica: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student

Newman-Keuls, n=6.
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11.3.2. Mecamilamina no NTSc néo altera a amplitude do nervo hipoglosso durante a
hipercapnia

Na figura 51 observamos que o aumento na amplitude do nervo hipoglosso com o
estimulo de hipercapnia (38,6 + 2,3 vs. basal 30,0 + 3,1 uV, p < 0,05) néo foi alterado apos a
injecdo de mecamilamina 5 mM no NTSc (35,5 £ 2,5 vs. basal 30,0 + 3,1 pV, p > 0,05)
[F(7,14)=6.007; p < 0,05].
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Figura 51. Neurogramas integrados (]) representativos da HNA obtidos de uma
preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. O gréafico de barras demonstra o efeito
da hipercapnia sobre a HNA antes e apds a injecdo de mecamilamina 5 mM no NTSc.
Os resultados foram expressos como média £ EPM. Analise estatistica: ANOVA de

uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=8.
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11.3.3. Atropina no NTSc nao altera a amplitude do nervo hipoglosso durante a
hipercapnia

Na figura 52 observamos que a hipercapnia aumentou a amplitude do nervo
hipoglosso (32,6 + 1,8 vs. basal 26,9 + 1,8 uV, p < 0,05). A injecdo de atropina 5 mM no
NTSc ndo promoveu alteracBes nessa variavel (30,4 + 1,5 vs. basal 26,9 £ 1,8 pV, p < 0,05)
[F(6,12)= 7.635; p < 0,05].
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Figura 52. Neurogramas integrados (]) representativos da HNA obtidos de uma
preparacdo in situ coragdo-bulbo-hipotadlamo. Os gréficos de barras demonstram o
efeito da hipercapnia (CO, 10%) sobre a HNA antes e em dois intervalos apés a
injecdo de atropina 5 mM no NTSc. Os resultados foram expressos como média +
EPM. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste

Student Newman-Keuls, n=7.
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11.3.4. Efeitos da hipercapnia sobre o periodo pré-inspiratério do nervo hipoglosso

A hipercapnia também promoveu aumento da fase pré-inspiratoria (pre-1) do
nervo hipoglosso (687 + 106 vs. basal 168 + 60 ms, p < 0,05), antes e apos a injecdo de
veiculo no NTSc (649 + 89 vs. basal 168 £ 60 ms, p < 0,05) [F(5,10)= 12.798; p < 0,05],

conforme ilustrado na figura 53.
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Figura 53. Neurogramas originais demonstrando o periodo pré-inspiratério do nervo
hipoglosso, obtidos de uma preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotadlamo. As areas
sombreadas representam o pre-1 do HN. O gréafico de barras demonstra o efeito da
hipercapnia (CO, 10%) sobre o pre-l antes e em dois intervalos ap6s a injecdo de
veiculo no NTSc. Os resultados foram expressos como média + EPM. Analise
estatistica: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student

Newman-Keuls, n=6.
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11.3.5. Mecamilamina no NTSc atenua o aumento no pre-lI do nervo hipoglosso induzido

por hipercapnia

Novamente, observamos na figura 54 que a hipercapnia 10% CO, acarretou em
aumento do pre-1 do nervo hipoglosso (585 + 64 vs. basal 116 + 25 ms, p < 0,05). No entanto,
esse aumento foi atenuado pela mecamilamina no NTSc, 8 min apds a injecéo (424 + 24 vs.
basal 116 + 25 ms, p < 0,05) [F(7,14)= 36.323; p < 0,001].
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Figura 54. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA, demonstrando o
pre-l, obtidos de uma preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. As areas
sombreadas representam o pre-1 do HN. O gréafico de barras demonstra o efeito da
hipercapnia sobre o pre-I antes e ap6s a injecdo de mecamilamina 5 mM no NTSc. Os
resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: ANOVA de uma

via, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=8.
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11.3.6. Atropina no NTSc néo altera o aumento na amplitude do pre-1 do nervo hipoglosso
induzido por hipercapnia.

Mais uma vez, observamos na figura 55 o aumento do pre-1 do nervo hipoglosso
induzido pela hipercapnia (653 + 84 vs. basal 187 + 35 ms, p < 0,05), que permaneceu sem
alteracbes ap0s o bloqueio dos receptores muscarinicos com injecdo de atropina no NTSc
(558 + 67 vs. basal 187 £ 35 ms, p < 0,05) [F(6,12)= 34.521; p < 0,001].
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Figura 55. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA, obtidos de uma
preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. As areas sombreadas representam o pre-
| do HN. O gréfico de barra demonstra o efeito da hipercapnia sobre o pre-1 do nervo
hipoglosso antes e ap6s a inje¢cdo de atropina 5 mM no NTSc. Os resultados foram
expressos como média £ EPM. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, medidas

repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=7.
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11.4. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre a resposta do nervo vago a

hipercapnia.

11.4.1. Efeitos da hipercapnia sobre a atividade do nervo vago

Na figura 56 observamos que a hipercapnia a 10% de CO; ndo modificou o pico
pos-inspiratorio do nervo vago (21,7 + 1,6 vs. basal 20,4 + 1,5 puV, p > 0,05), que permaneceu
inalterado apds a injecdo de veiculo no NTSc (19,8 £ 1,5 vs. basal 20,4 + 1,5 pV, p > 0,05)
[F(5,10)= 1.842; p > 0,05].
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Figura 56. Neurogramas integrados (]) representativos da ¢cVNA obtidos de uma
preparacdo in situ coracdo-bulbo-hipotalamo. O grafico de barras demonstra o efeito
da hipercapnia (CO, 10%) sobre a cVNA antes e apds a injecdo de veiculo no NTSc.
Os resultados foram expressos como média + EPM. Andlise estatistica: ANOVA de

uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=6.
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11.4.2. Mecamilamina no NTSc ndo altera a amplitude do nervo vago durante a
hipercapnia

Na figura 57 observamos que a hipercapnia a 10% de CO; ndo modificou o pico
pos-inspiratorio do nervo vago (22,3 + 2,9 vs. basal 20,3 £ 2,5 uV, p > 0,05), que permaneceu
inalterado apds a injecdo de mecamilamina 5 mM no NTSc (18,9 £ 2,8 vs. basal 20,3 + 2,5
uV, p > 0,05) [F(7,14)= 6.664; p < 0,05].
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Figura 57. Neurogramas integrados (]) representativos da cVNA obtidos de uma
preparagdo in situ coragdo-bulbo-hipotdlamo. O gréafico de barras demonstra o efeito
da hipercapnia sobre a cVNA antes e em dois intervalos ap6s a injecdo de
mecamilamina 5 mM no NTSc. Os resultados foram expressos como média + EPM.
Analise estatistica: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student

Newman-Keuls, n=8.
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11.4.3. Atropina no NTSc néo altera a amplitude do nervo vago durante a hipercapnia

Na figura 58 observamos que a hipercapnia a 10% de CO, ndo modificou o pico
pos-inspiratorio do nervo vago (19,1 + 1,9 vs. basal 19,1 £ 1,8 uV, p > 0,05), que permaneceu
inalterado apos a injecédo de atropina 5 mM no NTSc (16,7 £ 1,7 vs. basal 19,1 £ 1,8 pV, p >
0,05) [F(6,12)=2,716; p > 0,05].
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Figura 58. Neurogramas integrados (/) representativos da cVNA obtidos de uma
preparacdo in situ coragdo-bulbo-hipotalamo. O gréafico de barras demonstra o efeito
da hipercapnia sobre a cVNA antes e ap6s a injecdo de atropina 5 mM no NTSc. Os
resultados foram expressos como média + EPM. Analise estatistica: ANOVA de uma

via, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=7.
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11.5. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre as respostas do nervo

abdominal a hipercapnia.

11.5.1. Efeitos da hipercapnia sobre a atividade do nervo abdominal

Na figura 59 observamos que a hipercapnia a 10% de CO, aumentou 0 numero de
disparos do nervo abdominal (14,4 + 2,2 vs. basal 3,4 + 3,4 bpm, p < 0,05), que permaneceu
inalterado apds a injecdo de veiculo no NTSc (18,7 £ 3,8 vs. basal 3,4 £ 3,4 bpm, p < 0,05)
[F(5,10)= 30.824; p < 0,001]. A hipercapnia também promoveu aumento da amplitude do
nervo abdominal (19,4 + 2,0 vs. basal 6,3 £ 2,8 pV, p < 0,05), antes e ap0s a injecdo de
veiculono NTSc (17,8 + 2,2 vs. basal 6,3 + 2,8 uV, p < 0,05) [F(5,10)= 11.074; p < 0,001].

Hipercapnia 10% CO,

30s
|>
=9
H H H b e
basal antes de veiculo apos veiculo
25 7 % p < 0,001 vs. basal 30 7% p <0,05vs. basal
—_ n=6 * n=6
£ S
£ 204 =3
N—r
S © 20 T
g 157 =
<@ —_
= o
S 10 - £
[} @®©
= < 107 _|_
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Z 2
<
0 - . - - 0 : : - -
basal hipercapnia hipercapnia basal hipercapnia hipercapnia
antes de veiculo  apés veiculo antes de veiculo  apés veiculo

Figura 59. Neurogramas integrados () representativos da AbNA obtidos de uma preparago in situ
coracdo-bulbo-hipotalamo. Os gréficos de barras demonstram o efeito da hipercapnia (CO, 10%)
sobre 0 AbNA antes e apds a injecao de veiculo no NTSc. Os resultados foram expressos como média
+ EPM. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student

Newman-Keuls, n=6.
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11.5.2. Mecamilamina no NTSc aumenta o recrutamento mas ndo a amplitude do nervo

abdominal induzidos por hipercapnia

Na figura 60 observamos que a hipercapnia a 10% de CO, aumentou 0 numero de
disparos do nervo abdominal (13,0 + 1,4 vs. basal 0,1 £ 0,1 bpm, p < 0,05), que foi
potencializado apds a inje¢cdo de mecamilamina 5 mM no NTSc (18,0 £ 1,8 vs. basal 0,1 + 0,1
bpm, p < 0,05) [F(7,14)= 78.591; p < 0,001]. A hipercapnia também promoveu aumento da
amplitude do nervo abdominal (22,4 + 3,9 vs. basal 6,1 = 2,8 uV, p < 0,05), antes e apds a
injecdo de mecamilamina no NTSc (22,7 £ 3,8 vs. basal 6,1 + 2,8 pV, p < 0,05) [F(7,14)=
10.458; p < 0,05].

Hipercapnia 10% CO,
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Figura 60. Neurogramas integrados (J) representativos da AbNA obtidos de uma preparacdo in situ
coracdo-bulbo-hipotalamo. Os graficos de barras demonstram o efeito da hipercapnia sobre o
recrutamento e amplitude do nervo abdominal antes e apds a inje¢do de mecamilamina 5 mM no
NTSc. Os resultados foram expressos como média = EPM. Analise estatistica: ANOVA de uma via,

medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=8.
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11.5.3. Atropina no NTSc néo altera o aumento na amplitude e frequéncia do nervo

abdominal induzidos por hipercapnia

Na figura 61 observamos que a hipercapnia a 10% de CO, aumentou 0 numero de
disparos do nervo abdominal (14,4 + 3,5 vs. basal 2,3 £ 1,9 bpm, p < 0,05), que nédo foi
alterado ap06s a injecdo de atropina 5 mM no NTSc (15,4 + 2,4 vs. basal 2,3 + 1,9 bpm, p <
0,05) [F(5,10)=6.183; p < 0,05]. A hipercapnia também promoveu aumento da amplitude do
nervo abdominal (18,8 + 2,8 vs. basal 6,5 = 3,2 pV, p < 0,05), antes e apos a injecdo de
atropina no NTSc (19,1 £ 3,0 vs. basal 6,5 + 3,2 pV, p <0,05) [F(5,10)= 7.055; p < 0,05].

Hipercapnia 10% CO,
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=
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Figura 61. Neurogramas integrados (J) representativos da AbNA obtidos de uma preparacdo in situ
coracao-bulbo-hipotalamo. Os graficos de barras demonstram o efeito da hipercapnia sobre 0 AbNA
antes e em dois intervalos ap6s a injecdo de atropina 5 mM no NTSc. Os resultados foram expressos
como média = EPM. Anélise estatistica: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste

Student Newman-Keuls, n=6.
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11.6. Analise histoldgica

A figura 62 ilustra o local tipico das microinjecBes no NTSc. Foram considerados
os dados dos animais com a localizacdo das microinjecdes nessas regides confirmadas pela
analise histoldgica.

Figura 62. Fotomicrografias de cortes coronais do bulbo, demonstrando os locais de microinjecoes

no NTSc, a 0,3 (A) e 0,6 mm (B) caudal ao calamus scriptorius. CC, canal central.
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12. DISCUSSAO

A tabela 3 apresenta de forma sintetizada as principais respostas simpatica e
respiratorias induzidas pela hipercapnia, juntamente com os efeitos de injecOes de

antagonistas colinérgicos no NTSc sobre tais respostas.

SNA PNA HNA cVNA AbNA
media frequencia amplitude pre-1 amplitude post-T frequencia amplitude
HIPERCAPNIA  aumenta diminul aumenta Aumenta aumenta nio altera
llll‘l‘lR(+'.\P.\'l.\ nio altera nio altera a nio altera atenua o nio altera o alt potencializa nio altera
MEC o diminui¢cio o ! o aumenlo vy e 0 aumento o agmentn
HIP ERE'\PNM ndo altera nido altera a nio altera niio altera nio altera e aliern nio altera ndo altera
ATR o liminuigio 0 o o sumento o aumento o aumento

Tabela 3. Principais respostas observadas na SNA, PNA, HNA, cVNA e AbNA a hipercapnia, bem

como os efeitos de antagonistas nicotinico e muscarinico injetados no NTSc sobre essas respostas.

No presente estudo, observamos que a hipercapnia a 10% de CO, promoveu
aumento da SNA, diminuicdo da frequéncia respiratoria, aumento da amplitude do nervo
frénico, aumento do pre-l1 do nervo hipoglosso e aumento do recrutamento e amplitude do
nervo abdominal, conforme ja demonstrado na literatura (Abdala et al., 2009; Simms et al.,
2009; Molkov et al., 2011).

Verificamos que apenas o antagonista nicotinico, mas ndo o muscarinico,
microinjetado no NTSc, foi capaz de reduzir esse aumento do pre-l1 do nervo hipoglosso
induzido pela hipercapnia. Considerando que a ACh, bem como os agonistas colinérgicos
carbacol e nicotina, injetados no NTSc, também promovem aumento do pre-l, a reducédo
observada com a mecamilamina reforca a idéia da participacdo dos receptores colinérgicos do
NTSc na modulagéo da resposta respiratoria ao quimiorreflexo. Ainda, que essa modulagédo da
atividade do nervo hipoglosso ocorre preferencialmente através de receptores nicotinicos, de
forma semelhante a resposta taquipneica do quimiorreflexo (Furuya et al., 2014). A ativacédo
dos neurénios do hipoglosso ocorreria através do nucleo retrotrapezéide (RTN), localizado na
superficie ventral do bulbo, que concentra neurénios quimiossensiveis, ativados por CO,
(Guyenet et al., 2006). Dados da literatura demonstram que o RTN envia projecdes

excitatorias para o NTSc (Rosin et al., 2006).
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Com relagdo a atividade expiratoria, sabe-se que a atividade do nervo abdominal,
principalmente de seu componente expiratério ao final da segunda fase da expiracao (late-E),
¢ aumentada em situacdes de hipoxia ou hipercapnia, onde se observa a ocorréncia de
expiracdo ativa (Fregosi & Bartlett, 1988). Dados da literatura demonstram que neurénios do
RTN apresentam atividade ritmica em sincronia com disparos late-E do nervo abdominal em
situacOes de hipercapnia (Abdala et al., 2009; Molkov et al., 2010). Além disso, outros
estudos demonstram que area pontinas e 0 RTN sdo fundamentais para a geracao de late-E do
nervo abdominal, uma vez que a transec¢do bulbo-pontina ou a inibicdo do RTN abolem o
late-E mesmo durante a hipercapnia na preparacédo in situ (Abdala et al., 2009). Dados da
literatura demonstram também que os neurbnios quimiossensiveis do RTN sdo
glutamatérgicos e se comunicam com neurdnios respiratorios da coluna respiratéria ventral
(VRG) (Rosin et al., 2006), sugerindo que o RTN ¢ o sitio gerados da atividade late-E. No
presente estudo, observamos que a mecamilamina no NTSc aumenta o recrutamento de
atividade late-E do nervo abdominal durante a hipercapnia. Dessa forma, podemos sugerir que
0s receptores nicotinicos no NTSc podem estar envolvidos com vias inibitérias para 0 RTN,
responsaveis pelo recrutamento de late-E do nervo abdominal (figura 64). Uma possivel via
envolveria 0s neurdnios pos-inspiratorios do BOTC, que receberiam proje¢des excitatorias do
NTSc e enviaria projecdes excitatorias para 0 RTN (Alheid et al., 2011), conforme ilustrado
na figura 64.

Os antagonistas colinérgicos, tanto muscarinico quanto nicotinico, microinjetados
no NTSc, ndo diminuiram a simpatoexcitacdo induzida pela hipercapnia. Esse resultado nao
foi surpreendente, visto que em estudos anteriores de nosso laboratério o antagonista
nicotinico mecamilamina foi capaz de atenuar a resposta respiratoria ao quimiorreflexo, mas
ndo a resposta simpatica (Furuya et al., 2014). Outro estudo ja havia demonstrado que as
respostas simpatoexcitatdtia e pressora do quimiorreflexo sdo dependentes de receptores
glutamatérgicos e purinérgicos no NTSc (Braga et al., 2007). Os dados do presente estudo
sugerem que a simpatoexcitacdo induzida pela hipercapnia ocorre por uma via que néo
envolve 0 NTSc. Os neurdnios do RTN enviam projecfes excitatorias ndo apenas para a
VRG, mas também para neurdnios pré-motores simpaticos do RVLM (Molkov et al., 2011).
Dessa forma, nossos resultados sugerem que a simpatoexcitacdo induzida pela hipercapnia

ocorre como consequéncia da ativagdo do RTN.
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Nossos resultados sugerem um envolvimento de receptores colinérgicos do NTSc,
preferencialmente nicotinicos, na modulagéo das respostas pré-inspiratéria e late-E a ativacdo

do quimiorreflexo por hipercapnia.
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13. DISCUSSAO GERAL

No presente estudo observamos que a ativacdo dos receptores muscarinicos e
nicotinicos do NTSc, por meio de injecGes de agonistas colinérgicos, induzem aumento da
atividade simpética. A ativacdo do quimiorreflexo central, através do estimulo de hipercapnia
a 10% de CO,, bem como do quimiorreflexo periférico, por meio da hipoxia sustentada a 10%
0,, também promovem aumento da atividade simpatica. No entanto, a injecao de antagonistas
colinérgicos (tanto nicotinico quanto muscarinico) no NTSc atenuou a resposta
simpatoexcitatdria apenas quando esta foi induzida pela hipoxia, sugerindo o envolvimento
desses receptores na resposta simpatica a ativacdo do quimiorreflexo periférico. De fato,
Moraes et al. (2014) demonstrou que animais expostos a hipoxia sustentada por 24 horas
apresentam hiperatividade dos neurdnios pré-simpaticos da regido rostroventrolateral do
bulbo (RVLM). Dessa forma, nossos resultados sugerem que a ativacdo dos receptores
colinérgicos do NTSc pela hipoxia sustentada poderia ativar uma via excitatéria para o
RVLM, conforme ilustrado na figura 63.

Observamos também que a injecdo de nicotina no NTSc promoveu diminuicao da
frequéncia respiratéria, enquanto que o carbacol ndo alterou essa varidvel. A hipercapnia
também induziu diminuicdo da frequéncia respiratoria, e a injecdo de antagonistas
colinérgicos no NTSc ndo alteraram essa resposta. Por outro lado, a hipdxia sustentada nédo
alterou a frequéncia respiratéria basal, mas o0s antagonistas colinérgicos no NTSc
promoveram aumento da frequéncia do nervo frénico. Simultaneamente, observamos que 0s
agonistas colinérgicos promovem aumento do pico pés-inspiratorio do nervo vago, enquanto
gue os antagonistas muscarinico e nicotinico no NTSc diminuem essa variavel nos animais
submetidos a hipoxia. Portanto, a ativacdo dos receptores colinérgicos do NTSc sugere a
ativacdo de uma via excitatdria para a coluna respiratoria ventral, onde se localizam neurénios
pos-inspiratorios responsaveis pela geracdo da atividade vagal (Smith et al., 2007) (figuras 63
e 64). A diminuicdo da frequéncia respiratdria observada com a injecdo de carbacol também
seria justificada pelo aumento da atividade pos-inspiratoria vagal, uma vez que nessa situacao
ocorre também aumento do tempo de expiracéo (Costa-Silva et al., 2010).

A injecdo de agonistas colinérgicos no NTSc promoveu um aumento na duragéo
do pre-lI do nervo hipoglosso. Tanto a hipercapnia quanto a hipoxia também promoveram
aumento do pre-l. No entanto, apenas 0 antagonista nicotinico injetado no NTSc atenuou o
aumento do pre-1 induzido pela hipercapnia. Mas quando o aumento do pre-I foi induzido pela

hipoxia, apenas o antagonista muscarinico injetado no NTSc reduziu esse aumento. Esses
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resultados demonstram que a ativagdo do quimiorreflexo, tanto central quanto periférico,
promove aumento da atividade pré-inspiratéria, mas com envolvimento distinto dos

receptores nicotinicos e muscarinicos do NTSc na modulacdo de tal resposta.

vago

o frénico

RTN

O—o projecoes excitatorias o
©———= projecdes inibitorias

simpatico

Figura 63. Representagdo esquematica demonstrando as possiveis projecdes provenientes do NTSc a
partir de ativagdo colinérgica mediante estimulo de hipoxia sustentada por 24 h. A ACh ativaria
neurdnios que se projetariam para 0 RVLM, resultando em aumento da atividade simpética. ProjecGes
excitatérias para o nucleo ambiguo promoveriam aumento na atividade do nervo vago. Outra
possibilidade seria a ativagdo do preBotC que, por sua vez, envia projecdes excitatorias para o nicleo

do hipoglosso, resultando em aumento do pre-I.
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Figura 64. Representacdo esquematica demonstrando as possiveis projecdes provenientes do NTSc a
partir de ativacdo colinérgica mediante estimulo de hipercapnia. A hipercapnia promove aumento da
atividade simpatica. O NTSc enviaria projecdes excitatorias para BOtC que, por sua vez, inibe o
preBotC, diminuindo a frequéncia respiratoria. Projecdes excitatorias para o nucleo ambiguo

promoveriam aumento na atividade do nervo vago.

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem o envolvimento de receptores
nicotinicos e muscarinicos do NTSc na modulagdo das respostas simpética e respiratdria a
hipdxia. No entanto, apenas 0s receptores nicotinicos do NTSc parecem estar envolvidos com

0 aumento da atividade pré-inspiratoria e da expiracdo ativa induzidos por hipercapnia.
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