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RESUMO 

O núcleo do trato solitário (NTS) é o sítio primário de aferências viscerais, como 

barorreceptores e quimiorreceptores arteriais. Estudos recentes do nosso laboratório 

demonstraram que, em preparações in situ, decorticadas e perfundidas intra-arterialmente, a 

microinjeção de acetilcolina (ACh) na porção comissural do NTS (NTSc) não alterou a 

atividade simpática (SNA), mas promoveu aumento da atividade do nervo frênico (PNA). 

Além disso, evidenciamos que as respostas induzidas pela ACh no NTSc envolvem a ativação 

dos receptores nicotínicos e muscarínicos. Contudo, os receptores nicotínicos parecem 

desempenhar um papel mais relevante no controle da respiração, principalmente considerando 

que o antagonismo de tais receptores promove uma redução da resposta taquipneica do 

quimiorreflexo periférico ativado pelo KCN. Entretanto, os efeitos de agonistas específicos 

nicotínicos e muscarínicos, bem como a inibição da inibição da degradação de ACh no NTSc 

sobre as respostas respiratórias e sobre a atividade simpática ainda não foram estudados. 

Sabendo-se da participação dos receptores nicotínicos do NTSc sobre as respostas 

ventilatórias dos quimiorreceptores periféricos ativados por hipóxia citotóxica (KCN), 

avaliamos também a participação do sistema colinérgico do NTSc sobre as respostas 

simpática e respiratória induzidas por hipercapnia ou hipóxia sustentada por 24 h. Portanto, 

este projeto se propôs a estudar o efeito da ativação seletiva de diferentes receptores 

colinérgicos no NTSc sobre as atividades simpática e respiratória e o papel do sistema 

colinérgico no NTSc sobre as alterações reflexas nas atividades simpática e respiratória em 

resposta à hipercapnia ou hipóxia sustentada por 24 h. Observamos que a injeção de agonistas 

tanto nicotínico quanto muscarínico no NTSc promovem aumento da SNA e modifica o seu 

padrão de modulação respiratória. O agonista nicotínico induz uma diminuição da frequência 

respiratória, assim como o bloqueio da enzima acetilcolinesterase. Também foi observado que 

os agonistas colinérgicos promovem um aumento na amplitude e duração do período pré-

inspiratório (pre-I) do nervo hipoglosso e também aumento na amplitude do nervo vago. Com 

relação aos protocolos envolvendo hipóxia, observamos os antagonistas colinérgicos injetados 

no NTSc de ratos previamente expostos à hipóxia, promoveu diminuição da atividade 

simpática, aumento da frequência respiratória, diminuição da amplitude do nervo hipoglosso e 

diminuição da amplitude do pico pós-inspiratório do nervo vago, mas somente o antagonista 

muscarínico diminuiu a amplitude do nervo frênico e o aumento do pre-I do nervo hipoglosso 

induzido pela hipóxia. Com relação aos experimentos com hipercapnia, verificamos que o 

antagonista nicotínico no NTSc inibiu o aumento do pre-I do nervo hipoglosso induzido pela 
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hipercapnia. Além disso, o antagonista nicotínico 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 os antagonistas mediante a hipóxia, sugerem a 

participação de vias colinérgica do NTSc na modulação das respostas simpática e respiratória 

à hipóxia sustentada. Por outro lado, apenas os receptores nicotínicos do NTSc parecem estar 

envolvidos com o aumento da atividade pré-inspiratória e da expiração ativa induzidos por 

hipercapnia. 

 

 

PALAVRAS CHAVE: acetilcolina, atividade simpática, atividade respiratória, 

quimiorreceptores, núcleo do trato solitário, bulbo. 



Abstract 17 

 

       
Werner Issao Furuya 

  

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 cNTS 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-I 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 os antagonistas mediante a hipóxia, sugerem a 

participação de vias colinérgica do NTSc na modulação das respostas simpática e respiratória 

à hipóxia sustentada. Por outro lado, apenas os receptores nicotínicos do NTSc parecem estar 

envolvidos com o aumento da atividade pré-inspiratória e da expiração 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. INTRODUÇÃO 

O controle da pressão arterial (PA) envolve mecanismos complexos, tais como 

regulação hormonal, neural e renal. Esses mecanismos atuam em conjunto e são responsáveis 

pela redistribuição dos fluxos sanguíneos regionais, por meio de alterações na resistência 

periférica e no débito cardíaco, nas diversas situações comportamentais a que são submetidos 

os mamíferos. A regulação neural da PA envolve a ativação de sensores periféricos, tais como 

os barorreceptores e os quimiorreceptores periféricos. As informações geradas por esses 

receptores ascendem para o sistema nervoso central (SNC), mais precisamente para uma área 

específica na região dorsal do bulbo, denominada de núcleo do trato solitário (NTS; Torvik, 

1956; Palkovits & Zaborsky, 1977; Cottle, 1964). Do NTS partem projeções excitatórias para 

o bulbo caudoventrolateral (CVL; Feldberg & Guertzenstein, 1976) que, por sua vez, 

promove inibição do bulbo rostroventrolateral (RVL; revisão em Aicher et al., 2000), que é o 

principal núcleo pré-motor simpático, responsável pelo tônus vasomotor (revisão em Guyenet, 

2006). O NTS também envia projeções excitatórias diretamente para o RVL (Urbanski & 

Sapru, 1988a). Assim, o NTS se destaca como um núcleo bulbar importante para a regulação 

cardiovascular (Machado, 2001; Colombari et al., 2001), onde os sinais gerados pelos 

aferentes periféricos são integrados, acarretando em modulações apropriadas nas atividades 

simpática e parassimpática. 

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 área postrema (AP), 

o NTS pode ser dividido em três porções: NTS rostral, NTS intermediário (NTSi) e NTS 

comissural (NTSc; Cottle, 1964) conforme representação esquemática ilustrada na Figura 1, 

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

 

 

  

  

 

 

 

  

 

Figura 1. Representação esquemática 

do NTS. No detalhe corte sagital na 

altura do NTS intermediário (AP=área 

postrema; cc=canal central; Gr=núcleo 

gracile; Cu=núcleo cuneato; X=núcleo 

dorsal motor do nervo vago; 

XII=núcleo hipoglosso). [Modificado 

de Herbert et al., 1990] 



Introdução 20 

 

       
Werner Issao Furuya 

  

 

Embora NTSi e NTSc sejam adjacentes, evidências experimentais mostram que 

tais subnúcleos exercem funções distintas no controle reflexo da função cardiovascular. 

Lesões eletrolíticas do NTSc promovem uma redução ou mesmo bloqueio das respostas 

cardiovasculares à ativação do quimiorreflexo periférico, mas não do barorreflexo (Colombari 

et al., 1996; Sato et al., 2000; Blanch et al., 2013). Por outro lado, lesões eletrolíticas do NTSi 

promovem um bloqueio seletivo das respostas cardiovasculares do barorreflexo (Miura & 

Reis, 1972; Schreihofer et al., 1999; Schreihofer et al., 2000). Ademais, a lesão do NTSc não 

altera a pressão arterial basal (Colombari et al., 1996; Sato et al., 2000; Blanch et al., 2013), 

diferentemente da lesão do NTSi que promove um quadro de hipertensão fulminante (Miura 

& Reis, 1972). 

Além de sua participação na regulação das respostas cardiovasculares induzidas 

pela ativação do baro- e quimiorreflexo, o NTS também está intimamente envolvido com o 

controle da atividade respiratória (Kalia et al., 1979; Lipski & Merrill, 1980). Tanto no NTSi 

quanto no NTSc encontram-se neurônios respiratórios que compõem a coluna respiratória 

dorsal, os quais estabelecem conexões com outros neurônios respiratórios da região 

dorsolateral da ponte e da coluna respiratória 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 

que esses neurônios contribuem para a manutenção do padrão respiratório basal (Costa-Silva 

et al., 2010), o qual é importante para a integração entre o sistema respiratório e o sistema 

nervoso simpático. Dados da literatura demonstram que a atividade simpática, responsável 

pelo controle da resistência periférica, exibe oscilações rítmicas que são sincronizadas com o 

ciclo respiratório (Adrian et al., 1932; Zoccal et al., 2008), evidenciando que a atividade 

respiratória modula o padrão de atividade simpática (Toney et al., 2010; Simms et al., 2009; 

Malpas, 1998; Zoccal et al., 2008). 

Com relação à neurotransmissão no NTS, existe um consenso geral de que o 

glutamato é o principal neurotransmissor envolvido na mediação de diferentes reflexos 

cardiovasculares (Sapru, 1996; Talman et al., 1980; Machado, 2001). Entretanto, vários 

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 distribuição generalizada por todo o SNC (Woolf, 1991) e contribui para a 

regulação autonômica central, incluindo o controle da pressão arterial (Ruggiero et al., 1990). 

Um sistema colinérgico foi identificado em neurônios e terminais no NTS pela presença 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 

muscarínicos (Kobayashi et al., 1978; Simon et al., 1981; Wamsley et al., 1981) e nicotínicos 

(Shihara et al., 1999; Schwartz et al., 1982). Ademais, a remoção do gânglio nodoso ou a 

vagotomia diminuíram a atividade da colina acetiltransferase no NTS, sugerindo uma possível 

aferência colinérgica do vago para o NTS (Helke et al., 1983). Reforçando essa ideia, foram 

identificados corpos celulares contendo colina acetiltransferase e ACh no gânglio nodoso 

(Ternaux et al., 1989; Palouzier et al., 1987). Assim, tanto o sistema colinérgico quanto o já 

bem definido sistema glutamatérgico, podem ser importantes na rede neuronal do NTS para a 

regulação das atividades respiratória e simpática e da pressão arterial. 

De fato, demonstramos que a microinjeção de ACh no NTSi de ratos submetidos à 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo promove uma diminuição da atividade no nervo 

simpático torácico (SNA; Furuya et al., 2014), à semelhança do efeito hipotensor e 

bradicárdico observado pela microinjeção de ACh no NTSi em animais anestesiados 

(Criscione et al., 1983) ou não anestesiados (Silva et al., 2008). Por outro lado, no NTSc a 

ACh não alterou significativamente a SNA, conforme ilustrado na Figura 2. Além disso, 

demonstramos também que o sistema colinérgico do NTS atua sobre os neurônios que 

controlam a atividade respiratória, uma vez que a microinjeção de ACh no NTSi promoveu 

diminuição da atividade do nervo frênico (PNA), enquanto que no NTSc a ACh promoveu 

aumento da PNA (Furuya et al., 2014), conforme ilustrado na Figura 2. Além disso, apesar 

de não alterar a SNA média, a microinjeção de ACh no NTSc altera o padrão de acoplamento 

entre as atividades simpática e respiratória durante a resposta de taquipnéia, promovendo um 

deslocamento do pico de atividade simpática da fase Insp para a fase Post-I (Figura 3), um 

padrão muito semelhante àquele observado em condições de ativação dos quimiorreceptores 

periféricos (Dick et al., 2004; Mandel & Schreihofer, 2009; Costa-Silva et al., 2010). Esses 

dados sugerem não apenas uma ação diferencial da ACh nos diferentes subnúcleos do NTS 

sobre a SNA e PNA, mas também que as alterações no padrão simpático induzidas por ACh 

no NTSc são decorrentes das alterações respiratórias. 
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Ademais, estudando especificamente o NTSc, demonstramos que o antagonismo 

dos receptores tanto muscarínicos quanto nicotínicos com atropina e mecamilamina, 

respectivamente, promove inibição da resposta de taquipnéia (Furuya et al., 2014), mas 

apenas o antagonista nicotínico foi capaz de reduzir a alteração no acoplamento simpato-

respiratório induzidas pela ACh (Figura 3). Nesse sentido, um estudo mais detalhado sobre a 

contribuição dos diferentes receptores colinérgicos no controle das atividades simpática e 

respiratória se faz necessário. Contudo, até o presente momento, não há estudos na literatura 

evidenciando os efeitos de agonistas muscarínicos e nicotínicos seletivos microinjetados no 

NTSc sobre as atividades simpática e respiratória, bem como sobre o acoplamento simpato-

respiratório. 

 

Figura 2. Neurogramas representativos obtidos de preparações in situ, demonstrando os efeitos da 

microinjeção de acetilcolina (ACh) 10 mM sobre a atividade do nervo simpático torácico (SNA) e 

atividade do nervo frênico (PNA). A ACh no NTSi induziu diminuição da SNA e PNA (A), enquanto 

que no NTSc foi observado um aumento na PNA, sem alterações na SNA (B). As áreas sombreadas 

destacam as alterações induzidas pela ACh. ʃSNA, atividade do nervo simpático integrada; ʃPNA, 

atividade do nervo frênico integrada. Modificado de Furuya et al., 2014. 
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O registro de outros nervos, além do nervo frênico, pode fornecer informações 

importantes sobre a atividade respiratória. Os neurônios motores do nervo hipoglosso (HN) 

estão envolvidos com a contração dos músculos da língua previamente ao disparo do nervo 

frênico, de modo a promover a abertura de vias aéreas superiores durante a inspiração (Bailey 

et al., 1985). Assim, o registro do HN fornece informações relacionada à atividade pré-

inspiratória (Smith et al., 2007). Já o nervo vago cervical (cVN) contém fibras motoras que 

inervam vias aéreas superiores e músculos do pescoço que são ativas durante a expiração 

(Grélot et al., 1989). Em condições basais na preparação in situ, o nervo vago cervical (cVN) 

e o nervo hipoglosso (HN) apresentam padrões de atividade em sincronia com o nervo 

frênico: o cVN apresenta um pico de atividade pós-inspiratória, coincidente com o final da 

inspiração, enquanto o HN dispara 50-100 ms antes do nervo frênico (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 é abolida após 

transecções bulbo-pontina e entre os complexos Bötzinger e pré-Bötzinger, que são regiões 

que integram a coluna respiratória ventral e participam do controle central da respiração. 

Além disso, estudos demonstram também que o ritmo de disparos do HN é coincidente com o 

a atividade de neurônios do pré-Bötzinger (Smith et al., 1991). Portanto, o registro do HN 

fornece informações sobre a atividade inspiratória/pré-inspiratória, enquanto o cVN está mais 

relacionado com a atividade pós-inspiratória, o que pode ser constatado principalmente 

através da análise de seu componente pós-inspiratório. Dessa forma, o estudo com os 

Figura 3. Neurogramas representativos obtidos de preparações in situ, demonstrando os efeitos da 

microinjeção de acetilcolina (ACh) 10 mM sobre o acoplamento simpato-respiratório. Em condições 

basais observamos um pico de SNA coincidente com o final do período Insp (esquerda). A ACh no 

NTSc promoveu um deslocamento do pico de SNA do período Insp para o período Post-I (centro). O 

antagonista nicotínico mecamilamina inibiu os efeitos da ACh no NTSc sobre o acoplamento 

simpato-respiratório (direita). ʃSNA, atividade do nervo simpático integrada; ʃPNA, atividade do 

nervo frênico integrada.  Modificado de Furuya et al., 2014. 
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agonistas seletivos no NTSc combinado com o registro desses outros nervos respiratórios 

podem fornecer maiores detalhes sobre o envolvimento do sistema colinérgico no NTSc na 

modulação cardiorrespiratória. 

                         

Dados da literatura demonstram que a exposição da preparação in situ coração-

bulbo-hipotálamo à hipercapnia promove aumentos na SNA e PNA (Abdala et al., 2009; 

Simms et al., 2009; Molkov et al., 2011). A hipercapnia promove aumento na expressão de 

proteína Fos no NTSc (Teppema et al., 1997), o que poderia sugerir um envolvimento do 

NTSc nas respostas cardiorrespiratórias durante a hipercapnia. Além disso, respostas de 

quimiorrecepção foram registradas em diversas áreas 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 eletrofisiológicos de fatias do NTSc que a acidificação 

promove respostas de despolarização dos neurônios dessa região. Esse mesmo estudo 

demonstrou ainda que tais respostas são dependentes da ativação de canais iônicos sensíveis a 

ácido (H
+
), e que neurônios do NTSc que se projetam para a coluna respiratória ventral 

apresentam maior expressão desses canais mediante estímulos de diminuição do pH, 

sugerindo uma participação desses neurônios na modulação respiratória ao CO2. Usando 

registros de patch-clamp (current clamp) em fatias do NTS, demonstramos que a ACh 

promove respostas de despolarização de neurônios do NTSc, sendo essas respostas 

aparentemente mediadas apenas por receptores nicotínicos (Furuya et al., 2017), conforme 

ilustrado na Figura 5. Ou seja, tanto a redução de pH no NTS como a ACh no NTS são 

capazes de causar despolarização de neurônios. No entanto, a função do sistema colinérgico 

no NTSc sobre as alterações nas atividades simpática e respiratória induzidas por 

hipercapnia na preparação in situ permanece desconhecida. 

Figura 4. Registro representativo 

da atividade do nervo vago cervical 

(cVN) e atividade do nervo 

hipoglosso (HN) em sincronia com 

a atividade do nervo frênico (PN) 

em condições basais. Modificado de 

Smith et al. (Smith et al., 2007) 
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Experimentalmente, na preparação in situ a hipóxia pode ser induzida pela 

administração intravenosa de KCN, que caracteriza a hipóxia citotóxica aguda (devido à 

atuação do KCN na cadeia respiratória). De forma diferente, a hipóxia sustentada, que pode 

durar algumas horas ou dias (como observado em elevadas altitudes), levam a importantes 

alterações nos mecanismos que controlam as funções cardiorrespiratórias (Forster et al., 1971; 

Powell et al., 1998). Além disso, ao contrário da hipóxia aguda, onde as atividades simpática 

e respiratória retornam a níveis basais tão logo o nível de oxigênio normalize, na hipóxia 

sustentada observa-se um aumento na ventilação basal (Powell et al., 1998) devido a 

alterações na rede neuronal envolvida na resposta respiratória à ativação do quimiorreflexo 

periférico (Powell et al., 2000; Zhang et al., 2009). Ademais, dados da literatura demonstram 

que neurônios do NTS apresentam plasticidade após a exposição à hipóxia crônica 

intermitente, com diminuição da função de canais de potássio em neurônios que recebem 

aferências de quimiorreceptores periféricos (Zhang et al., 2008) e também diminuição do 

número de neurônios aferentes vagais e glossofaríngeos para o NTS (Reeves et al., 2006), e 

que a hipóxia também promove aumento da expressão de proteína 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 nicotínicos no NTSc foi capaz de 

reduzir a resposta taquipneica induzida tanto pela ACh como pela ativação do quimiorreflexo 

periférico com KCN (Furuya et al., 2014). No entanto, a função do sistema colinérgico no 

NTSc sobre as alterações nas atividades simpática e respiratória induzidas por hipóxia 

sustentada permanece desconhecida. 

Figura 5. Efeitos da aplicação de 

atropina e mecamilamina na 

despolarização induzida por ACh 10 

mM no NTSc. Apenas o antagonista 

nicotínico inibiu os efeitos da ACh no 

NTSc. Modificado de Furuya et al. 

(Furuya et al, 2017). 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Efeitos de agonistas colinérgicos no NTSc 

Verificamos anteriormente, na preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo, que a 

microinjeção de ACh no NTSc, apesar de não alterar a SNA média, altera o padrão de 

acoplamento entre as atividades simpática e respiratória, promovendo um deslocamento do 

pico de atividade simpática da fase Insp para a fase Post-I, um padrão muito semelhante 

àquele observado em condições de ativação dos quimiorreceptores periféricos. Entretanto, os 

efeitos de agonistas muscarínicos ou nicotínicos no NTSc, bem como os efeitos na HNA e na 

cVNA ainda não são conhecidos. Desta forma, tivemos como objetivos avaliar os efeitos de 

agonistas muscarínicos e nicotínicos no NTSc sobre a SNA, PNA, HNA, cVNA e 

acoplamento simpato-respiratório. 

 

2.2. Efeitos da inibição 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-respiratórias 

ainda não são conhecidos. Desta forma, o objetivo deste protocolo foi estudar os efeitos da 

inibição da AChE no NTSc sobre a SNA, PNA, HNA, cVNA. 

 

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

à hipercapnia 

Nossos dados anteriores demonstraram a importância 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 preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. 

 

2.4. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre as respostas cardiorrespiratórias 

à hipóxia 

Considerando que a administração intravenosa de KCN caracteriza uma hipóxia 

citotóxica 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 hipóxia, utilizando a 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS GERAIS 

3.1. Animais 

Foram utilizados ratos Holtzman jovens, pesando entre 60-90g (idade 28-38 dias 

após nascimento), fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia da Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” - UNESP, campus de Araraquara. Os animais 

foram mantidos em gaiolas individuais de aço em uma sala com ciclo claro escuro 12:12 

horas, com temperatura (24-25° C) e umidade (50-60%) controladas, e com água de torneira e 

ração granulada ad libitum. (Processo CEUA 38/2014).  

 

3.2. Estudos in situ: preparação de animais decorticados, não anestesiados, perfundidos 

intra-arterialmente (preparação coração-bulbo-hipotálamo) 

Os animais foram submetidos aos procedimentos cirúrgicos para a obtenção de 

preparações in situ, decorticadas, não 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% O2, Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda, São Paulo, SP, Brasil), sendo o 

grau de anestesia avaliado pela ausência de reflexo de retirada ao pinçamento da pata. A 

seguir foi feita uma transecção total logo abaixo do diafragma e as vísceras foram removidas. 

A cabeça e o tórax foram, então, submergidos em solução de Ringer (ver composição abaixo) 

gelada (4° C), os hemisférios cerebrais foram expostos pela remoção dos ossos parietais e os 

córtices cerebrais, o hipocampo e tálamo foram gentilmente removidos por aspiração. A área 

pré-óptica e núcleo septal e o hipotálamo permaneceram intactos, conforme demonstrado 

anteriormente (Colombari et al., 2010; Colombari et al., 2011; Furuya et al., 2014). Em 

seguida, foi feita a remoção da pele da preparação para impedir que os pelos obstruíssem o 

sistema de perfusão. Logo após, a aorta descendente foi isolada para posterior canulação, 

seguido da remoção das costelas na porção lateral esquerda do tórax, para permitir melhor 

exposição do nervo frênico e para ter acesso à cadeia simpática paravertebral. Os pulmões 

foram removidos e o nervo frênico isolado, cortando-o na sua junção ao diafragma. A 

superfície dorsal do tronco cerebral foi exposta após a remoção do osso occipital, da dura-

máter e do cerebelo.  

Após esses procedimentos, a preparação foi transferida para uma câmara de 

registros e a aorta descendente foi canulada (cateter de duplo lúmen - Portex, MA, EUA: DI: 
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0,28mm; DE: 0,61 mm), permitindo a perfusão retrógrada da preparação com a solução de 

perfusão (solução de Ringer modificada, em mM: NaCl 120, NaHCO3 24, KCl 3, CaCl2 2,5, 

MgSO4 1,25, KH2PO4 1,25, glicose 10) contendo um agente oncótico (polietileno glicol, 

1,5%, Sigma, Reino Unido), gaseificada constantemente com mistura carbogênica (95% O2 e 

5% CO2), aquecida a 30-32° C e com pH 7,4. A perfusão realizada utilizando uma bomba 

peristáltica (Watson-Marlow 502Du, UK) a um fluxo de 21-25 mL/min. Além disso, 

vasopressina (0,6-1 nM, Sigma, MO, EUA) foi adicionada à solução de perfusão para 

aumentar a resistência vascular e, consequentemente, manter a pressão de perfusão entre 50-

70 mmHg (avaliada pelo segundo lúmen do cateter de perfusão, acoplado a um transdutor de 

pressão), 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 

preparação, essa solução passou por um sistema de armadilha de bolhas e por um filtro nylon 

(tamanho do poro: 25 μm). Após o início dos movimentos respiratórios (movimentos da caixa 

torácica), um bloqueador neuromuscular (brometo de vecurônio, 40 μg mL
−1

, Cristália 

Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda, São Paulo, SP, Brasil) foi adicionado à solução de 

perfusão para promover uma estabilização mecânica da preparação. Nessas condições de 

fluxo e pressão, o nervo frênico apresentou padrão de despolarização crescente, indicando um 

padrão de atividade respiratória normal, semelhante àquele observado in vivo, conforme 

inicialmente descrito por Paton (Paton, 1996). 

Para os registros das atividades dos nervos frênico (PNA), simpático (SNA), vago 

cervical (cVNA) e hipoglosso (HNA) foram utilizados eletrodos bipolares de vidro 

conectados a micromanipuladores 3D. A PNA foi registrada após a sucção do nervo e o 

padrão de despolarização em rampa foi utilizado como índice fisiológico da viabilidade da 

preparação. Para o registro da SNA, inicialmente a cadeia simpática paravertebral foi 

dissecada em nível torácico (T10-T12), seccionada e o coto distal do nervo isolado em um 

eletrodo de sucção de vidro. A viabilidade da SNA foi verificada pela presença de modulação 

respiratória, bem como por diminuição após administração intra-arterial de fenilefrina 10 µg 

bolus (estimulação dos barorreceptores) e aumento pela administração intra-arterial de 50 µL 

de KCN 0,04% (estimulação dos quimiorreceptores periféricos). Os sinais foram amplificados 

(Grass P511, Warwick, RI, EUA; Insight EFF452, Ribeirão Preto, SP, Brasil) filtrados (8 Hz 

− 3 kHz) e adquiridos usando um sistema de aquisição de dados CED micro1401 A–D (CED, 

Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK) e o software Spike 2 (CED). Uma 

representação esquemática da preparação in situ pode ser visualizada na figura 6. 
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As análises 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 análise da PNA (índice de atividade inspiratória), foi avaliada a 

frequência de despolarização, a qual foi determinada pelo intervalo de tempo entre dois bursts 

(conjunto de potenciais) consecutivos. A atividade dos componentes inspiratório e pós-

inspiratórios do cVN foram separadamente avaliados pela atividade média, e os valores 

obtidos foram normalizados pela média total (somatória dos componentes inspiratório e pós-

inspiratório). Em relação à HNA, a magnitude do componente pré-inspiratório foi avaliado 

pelo tempo de atividade que precede o disparo do nervo frênico. Para a análise da SNA, foram 

avaliados: i) atividade basal média, expressa em µV; ii) variação percentual, avaliada pela 

análise da área sob a curva e expressa em relação a atividade basal imediatamente antes ao 

estímulo. Todas as análises foram realizadas após a subtração do ruído elétrico das 

preparações, avaliado após o desligamento da bomba de perfusão.  

Avaliamos também o acoplamento entre as SNA e PNA por meio da análise da 

média da atividade simpática por ciclo respiratório (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 cálculo da média da atividade simpática 

Figura 6. Esquema da preparação in situ coração bulbo-hipotálamo, conforme descrito em detalhes 

anteriormente. Modificado de Zoccal et al. (Zoccal et al., 2009). 
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por ciclo respiratório, tomando o início do disparo do frênico como referência. A partir dessas 

médias, examinamos a relação temporal entre a SNA torácica com o ciclo respiratório central 

na preparação in situ. Inicialmente foi calculada a média da SNA torácica basal por ciclo 

respiratório, tomando um período de 1 para os experimentos com os agonistas colinérgicos, 

ou 2 min para o experimento com estímulo de hipercapnia. Em seguida, o mesmo cálculo foi 

feito durante as respostas observadas após os estímulos ou injeção de drogas. O ciclo 

respiratório foi dividido em: inspiração (Insp, período coincidente com o disparo do nervo 

frênico), período expiratório 1 ou pós-inspiração (Post-I, correspondente à primeira metade do 

período expiratório, após Insp) e período expiratório 2 (E2, correspondente à segunda metade 

do período expiratório). Assim, a média do nível da SNA torácica foi calculada para cada fase 

respiratória (Insp, Post-I e E2) e os valores obtidos foram expressos em valores percentuais 

em relação ao pico da atividade simpática, normalizada a 100%, e o nível de ruído, 

normalizado a 0%.  

 

3.3 Microinjeção no NTS comissural (NTSc) 

A cabeça dos animais foi fixada pelas barras auriculares e por um clipe nasal 

adaptados na câmara de perfusão. O cerebelo foi removido para melhor visualização do 

calamus scriptorius. As injeções 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 diâmetro final entre 30 e 

50 µm. As pipetas de vidro foram conectadas a um sistema de microinjeção Picospritzer 

(Parker, Cleveland, OH, EUA). Para os experimentos com os agonistas colinérgicos, as 

coordenadas utilizadas para o NTSc foram: 0,5-0,6 mm caudal e na linha média ao calamus 

scriptorius e 0,3-0,4 mm ventral à superfície dorsal do bulbo. O volume da injeção foi de 60 

nL, determinado pela visualização do movimento do menisco através de um microscópio 

binocular com uma retícula em uma das oculares. Para os experimentos utilizando inibidor da 

AChE ou de antagonistas colinérgicos no NTSc foram realizadas 2 injeções no NTSc, a 0,3 e 

0,6 mm caudal e na linha média ao calamus scriptorius, e 0,3-0,4 mm ventral à superfície 

dorsal do bulbo. O volume das injeções foi de 40 e 60 nL, respectivamente, para abranger 

todo o NTSc. 
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3.4. Histologia 

Para confirmar os sítios de injeção no NTSc, ao final dos experimentos os 

encéfalos dos animais foram removidos e mergulhados em solução de formalina a 10% por 

pelo menos 72 h. Posteriormente, utilizando um micrótomo de congelamento (Leica CM 

1850, Alemanha), os encéfalos foram seccionados em cortes coronais com espessura de 40 

µm, montados em sequência caudo-rostral em lâminas gelatinizadas e corados pela técnica de 

Nissl para posterior análise em microscópio óptico. 

 

3.5. Drogas utilizadas 

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

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

 fisostigmina (1 mM, inibidor da acetilcolinesterase - Sigma Chemical Co., St Louis, 

MO, EUA) 

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

 mecamilamina (5 mM, antagonista nicotínico - Sigma Chemical Co., St Louis, MO, 

EUA) 

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

Para as microinjeções no NTS, a solução de perfusão foi utilizada como veículo. 

 

3.6. Análise estatística 

Os dados serão expressos como média ± EPM e analisados pelo teste t de Student 

pareado ou não pareado ou pela análise de variância 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: 

Após a estabilização da preparação in situ, foi microinjetado no NTSc o agonista 

colinérgico nicotínico nicotina (concentrações 0,01; 0,1; 1; 5 e 10 mM). As concentrações 

foram injetadas de forma aleatória, sendo que cada animal recebeu de 2 a 4 injeções. Foram 

avaliados os efeitos na atividade simpática torácica (SNA), atividade nervosa do frênico 

(PNA), atividade do nervo hipoglosso (HNA) e atividade do nervo vago cervical (cVNA), 

bem como o acoplamento entre as atividades simpática e respiratória. Ao final dos 

experimentos os cérebros dos animais foram removidos e foi processada a análise histológica 

para confirmação dos sítios de injeção. 

 

4.2. Experimento 2: 

Após a estabilização da preparação in situ, em outro grupo de animais foi 

microinjetado o agonista colinérgico muscarínico carbacol (concentrações 0,01; 0,1; 1; 5 e 10 

mM). Assim como no grupo anterior, as concentrações foram injetadas de forma aleatória, 

sendo que cada animal recebeu de 2 a 4 injeções. 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 análise histológica para confirmação dos sítios de injeção. 

 

4.3. Experimento 3: 

Após a estabilização da preparação in situ, foi realizada uma microinjeção (0,6 

mm caudal ao calamus scriptorius) de ACh 10 mM no NTSc. Foram avaliados os efeitos na 

SNA, PNA, HNA e cVNA. Após 5 min, foi injetado veículo ou fisostigmina (1 mM), 

bloqueador da AChE, em duas regiões do NTSc (0,3 e 0,6 mm caudal ao calamus scriptorius). 

Decorridos mais 5 min, repetiu-se a injeção de ACh 10 mM no mesmo local. Ao final dos 

experimentos os cérebros dos animais foram removidos e foi processada a análise histológica 

para confirmação dos sítios de injeção. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Nicotina no NTSc 

5.1.1. Curva dose-resposta da nicotina sobre a SNA e PNA 

Foram realizadas microinjeções de nicotina no NTSc nas concentrações de 0,01; 

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

aumento da SNA e diminuição da PNA ao longo de 1 min após as microinjeções. 

 

 

 

  

 

  

 

Figura 7. Efeitos das microinjeções de concentrações crescentes de nicotina no NTSc sobre a SNA 

(A) e frequência respiratória (B) ao longo de 1 min. As três maiores concentrações (1, 5 e 10 mM) 

promoveram aumento da SNA e diminuição da frequência do nervo frênico. A microinjeção de 

veículo, assim como as concentrações de 0,01 e 0,1 mM de nicotina não promoveram alterações 

significativas. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de 

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

veículo; * nicotina 5 mM diferente de veículo; # nicotina 10 mM diferente de veículo. 
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Observamos que as alterações na SNA e PNA decorrentes da nicotina no NTSc 

seguiram um padrão crescente de acordo com as doses utilizadas na curva dose-resposta. O 

mesmo padrão foi observado para HNA e cVNA (dados com todas as doses não 

apresentados). Dessa forma, exibiremos a seguir os resultados da concentração de 5 mM por 

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

 

5.1.2. Nicotina no NTS comissural promove aumento da atividade simpática 

Um neurograma representativo demonstrando as alterações na SNA induzidas 

pela microinjeção 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. veículo -1,0 ± 2,0% aos 18 s, p < 0,05). 

 

Figura 8. Neurograma original e integrado (∫) representativo da SNA e pressão de perfusão 

(PP) obtido de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. Observe a 

simpatoexcitação induzida por nicotina 5 mM microinjetada no NTSc e o consequente 

aumento da pressão de perfusão (PP). O gráfico demonstra o efeito da microinjeção de 

nicotina 5 mM no NTSc sobre a SNA ao longo de 1 min. Os resultados foram expressos 

como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada 

ao teste Student Newman-Keuls. * nicotina 5 mM diferente de veículo. 
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Figura 9. Neurograma original e integrado (∫) representativo da PNA obtido de uma preparação in 

situ coração-bulbo-hipotálamo (A). Observe a bradipnéia induzida por nicotina 5 mM microinjetada 

no NTSc. O gráfico em (B) demonstra o efeito da microinjeção de nicotina 5 mM no NTSc sobre a 

frequência respiratória durante 1 min. Em (C)observamos que a nicotina no NTSc promoveu aumento 

na amplitude do nervo frênico Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: 

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

mM diferente de veículo. 

5.1.3. Nicotina no NTS comissural diminui a frequência respiratória e aumenta a 

amplitude do nervo frênico 

A microinjeção de nicotina no NTSc promove uma redução da frequência 

respiratória (-38,4 ± 8,4 vs. veículo -2,5 ± 1,9% aos 51s, p < 0,05), conforme ilustrado na 

figura 19B. Observamos também um aumento na amplitude de disparo do nervo frênico, 

induzido pela nicotina (23,7 ± 4,9 vs. veículo -1,1 ± 0,8% aos 24 s, p < 0,05), conforme 

ilustrado na figura 9C. 
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5.1.4. Nicotina no NTS comissural altera o acoplamento simpato-respiratório 

Na figura 10 observamos médias por ciclo respiratório representativos entre SNA 

e PNA em condições basais e após as injeções de veículo e nicotina 5 mM no NTSc. 

Verificamos que em condições basais (basal e veículo no NTSc) o pico de atividade simpática 

ocorre durante o período inspiratório (Insp). Com a nicotina no NTSc, observamos que a 

maior atividade simpática se deslocou do período inspiratório para o pós-inspiratório. 
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Figura 10. Efeitos da microinjeção de nicotina no NTSc sobre o acoplamento simpato-respiratório. 

Observe o pico de SNA coincidente com o final do período Insp e início do período Post-I em 

condições basais e com injeção de veículo. A injeção de nicotina 5 mM no NTSc promoveu uma 

inibição da SNA durante o período Insp e um aumento durante o período Post-I. O gráfico de barras 

demonstra as variações da atividade simpática durante as três fases do ciclo respiratório sob condições 

basais e após a microinjeção de veículo e nicotina 5 mM no NTSc. O pico da atividade simpática foi 

normalizado a 100% e o nível de ruído a 0%. E2, fase expiratória; Insp, fase inspiratória; Post-I, fase 

pós-inspiratória. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: 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 período pré-inspiratório do 

nervo hipoglosso 

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

a microinjeção de nicotina no NTSc aumentou a amplitude de disparo do nervo hipoglosso 

(74,4 ± 17,4 vs. veículo 6,9 ± 6,8% aos 21 s, p < 0,05). O tempo pré-inspiratório do 

hipoglosso também aumentou (345 ± 83 vs. veículo 119 ± 24 ms, p < 0,05), conforme 

ilustrado na figura 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Neurograma original e integrado (∫) representativo da HNA obtido de uma 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. A nicotina 5 mM microinjetada no NTSc 

promoveu aumento na amplitude do nervo hipoglosso. O gráfico demonstra o efeito da 

microinjeção de nicotina 5 mM no NTSc sobre a amplitude do nervo hipoglosso durante 1 

min. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de 

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

diferente de veículo 
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Figura 12. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA obtidos de uma preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo. A microinjeção de nicotina 5 mM no NTSc promoveu aumento na 

duração do período pré-I do nervo hipoglosso. No gráfico, observamos as médias de uma sequência 

de 21 ciclos respiratórios consecutivos, sendo 10 no período basal e 11 após a microinjeção de 

nicotina 5 mM no NTSc, ocorrida no momento 0. Note o aumento no pre-I do hipoglosso 

imediatamente após a injeção de nicotina no NTSc. Os resultados foram expressos como média ± 

EPM. Análise estatística: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student 

Newman-Keuls. * nicotina 5 mM diferente de veículo. 
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5.1.6. Nicotina no NTS comissural aumenta a amplitude do pico pós-inspiratório do nervo 

vago 

Observando o neurograma representativo do cVNA na figura 13, podemos 

perceber que a microinjeção de nicotina 5 mM no NTSc aumentou o pico pós-inspiratório do 

nervo vago (60,9 ± 14,1 vs. veículo -0,6 ± 3,2% aos 12 s, p < 0,05). 

 

 

 
Figura 13. Neurograma original e integrado (∫) representativo da cVNA obtido de uma 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. A nicotina 5 mM microinjetada no NTSc 

promoveu aumento na amplitude do pico pós-inspiratório do nervo vago. O gráfico 

demonstra o efeito da microinjeção de nicotina 5 mM no NTSc sobre a amplitude do nervo 

vago ao longo de 1 min. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise 

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

Keuls. * nicotina 5 mM diferente de veículo. 
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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 concentrações de 0,01; 

0,1; 1; 5 e 10 mM de carbacol nas microinjeções no NTSc, conforme ilustrado na figura 14. 

As concentrações de 1 e 5 mM promoveram aumento da SNA, enquanto apenas a maior 

concentração promoveu diminuição da PNA ao longo de 1 min após as microinjeções. 

 

 Figura 14. Efeitos das microinjeções de concentrações crescentes de carbacol no NTSc sobre a SNA 

(A) e frequência respiratória (B). As concentrações de 1 e 5 mM promoveram aumento da SNA 

enquanto que a de 10 mM diminuiu da frequência do nervo frênico. A microinjeção de veículo, assim 

como as concentrações de 0,01 e 0,1 mM de nicotina não promoveram alterações significativas. Os 

resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de duas vias, medidas 

repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. t nicotina 1 mM diferente de veículo; * nicotina 

5 mM diferente de veículo; # nicotina 10 mM diferente de veículo. 
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Novamente o mesmo padrão de resposta foi observado para HNA e cVNA (dados 

com todas as doses não apresentados). Assim, exibiremos a seguir os resultados da 

concentração de 5 mM de carbacol por ser a dose que produziu efeitos intermediários nas 

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

utilizada anteriormente. 

 

5.2.2. Carbacol no NTS comissural promove aumento da atividade simpática 

A microinjeção de carbacol 5 mM no NTSc promoveu aumento da SNA (18,6 ± 

9,8 vs. veículo 0,8 ± 3,0% aos 6 s, p < 0,05), conforme ilustrado na figura 15. As 

concentrações 0,01; 0,1 e 10 mM de carbacol não induziram alterações significativas na SNA. 

  

 

Figura 15. Neurograma original e integrado (∫) representativo da SNA obtido de uma 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. Observe a simpatoexcitação induzida por carbacol 

5 mM microinjetado no NTSc, resultando em aumento na pressão de perfusão (PP). O gráfico 

demonstra os efeitos da microinjeção de carbacol 5 mM no NTSc sobre a SNA. Os resultados 

foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de duas vias, medidas 

repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. * carbacol 5 mM diferente de veículo. 
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5.2.3. Carbacol no NTS comissural não altera a frequência respiratória e aumenta a 

amplitude do nervo frênico 

Diferentemente do resultado observado com a nicotina, a microinjeção de 

carbacol 5 mM no NTSc promoveu um discreto aumento (embora não significante) da 

frequência respiratória nos primeiros 10 s, voltando à linha de base em seguida, conforme 

ilustrado na figura 16B. No entanto, observou-se um aumento na amplitude do nervo frênico 

induzido pelo carbacol no NTSc (23,7 ± 4,9 vs. veículo -1,1 ± 0,8% aos 24 s, p < 0,05; figura 

16C). 

 

Figura 16. Neurograma original e integrado (∫) representativo da PNA obtido de uma preparação in 

situ coração-bulbo-hipotálamo (A). A microinjeção de carbacol 5 mM no NTSc não promoveu 

alterações significativas na frequência respiratória (B). Em (C), observamos o aumento sobre a 

amplitude do nervo frênico durante 1 min após a microinjeção de carbacol no NTSc. Os resultados 

foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, 

associada ao teste Student Newman-Keuls. 
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5.2.4. Carbacol no NTS comissural altera o acoplamento simpato-respiratório 

Na figura 17 observamos o acoplamento entre SNA e PNA em condições basais e 

após as injeções de veículo e carbacol 5 mM no NTSc. Verificamos que em condições basais 

(basal e veículo no NTSc) a maior atividade simpática ocorre durante o período inspiratório 

(Insp). A exemplo do que ocorre com a nicotina, a microinjeção de carbacol 5 mM no NTSc 

promove alteração no acoplamento simpato-respiratório, com o pico de atividade simpática 

passando do período inspiratório para o pós-inspiratório. 
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Figura 17. Efeitos da microinjeção de carbacol no NTSc sobre o acoplamento simpato-respiratório. 

Observe o pico de SNA coincidente com o final do período Insp e início do período Post-I em 

condições basais e com injeção de veículo. A injeção de carbacol 5 mM no NTSc promoveu uma 

inibição da SNA durante o período Insp e um aumento durante o período Post-I. O gráfico de barras 

demonstra as variações da atividade simpática durante as três fases do ciclo respiratório sob condições 

basais e após a microinjeção de veículo e carbacol 5 mM no NTSc. O pico da atividade simpática foi 

normalizado a 100% e o nível de ruído a 0%. E2, fase expiratória; Insp, fase inspiratória; Post-I, fase 

pós-inspiratória. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: 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 período pré-inspiratório do 

nervo hipoglosso 

O neurograma representativo da figura 18 demonstra que a microinjeção de 

carbacol no NTSc aumentou a amplitude do nervo hipoglosso (46,2 ± 22,7 vs. veículo -4,2 ± 

2,7% aos 12 s, p < 0,05), assim como o tempo pré-inspiratório (386 ± 62 vs. veículo 110 ± 40 

ms, p < 0,05; figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Neurograma original e integrado (∫) representativo da HNA obtido de uma 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. A microinjeção de carbacol 5 mM no NTSc 

promoveu aumento na amplitude do nervo hipoglosso. No gráfico observamos esse aumento 

na amplitude do nervo hipoglosso durante 1 min. Os resultados foram expressos como média 

± EPM. Análise estatística: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste 

Student Newman-Keuls. * carbacol 5 mM diferente de veículo. 
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 Figura 19. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA obtidos de uma preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo. A microinjeção de carbacol 5 mM no NTSc promoveu aumento na 

duração do período pré-I do nervo hipoglosso. No gráfico, estão representados as médias de 21 ciclos 

respiratórios consecutivos, sendo 10 no período basal e 11 após a microinjeção de carbacol 5 mM no 

NTSc, ocorrida no momento 0. Observe o aumento no pre-I do hipoglosso imediatamente após a 

injeção de carbacol no NTSc. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: 

ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. * carbacol 5 

mM diferente de veículo. 
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5.2.6. Carbacol no NTS comissural aumenta a amplitude do pico pós-inspiratório do nervo 

vago 

A microinjeção de carbacol 5 mM no NTSc aumentou o pico pós-inspiratório do 

nervo vago (41,2 ± 12,8 vs. veículo -1,3 ± 1,8%, p < 0,05), conforme ilustrado na figura 20. 

 

 

 
Figura 20. Neurograma original e integrado (∫) representativo da cVNA obtido de uma 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. A microinjeção de carbacol 5 mM no NTSc 

promoveu aumento na amplitude do pico pós-inspiratório do nervo vago. O gráfico 

demonstra o efeito da microinjeção de carbacol 5 mM no NTSc sobre a amplitude do nervo 

vago durante 1 min. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: 

ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls. * 

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

5.3.1. Acetilcolina no NTS comissural promove diminuição da atividade simpática na 

presença de fisostigmina 

Um neurograma representativo demonstrando as alterações na SNA induzidas 

pela microinjeção de nicotina no NTSc pode ser observado na figura 21. A ACh 10 mM no 

NTSc não promoveu alterações na SNA (-2,9 ± 2,6 vs. veículo -2,6 ± 2,5% aos 57 s, p > 

0,05), mas promoveu simpatoinibição após a microinjeção de PHY 1 mM no NTSc (-16,1 ± 

4,1 % vs. veículo e ACh antes de PHY aos 57 s, p < 0,05). 

 

Figura 21. Neurogramas originais e integrados (∫) representativos da SNA e pressão de perfusão (PP) 

obtidos de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. Observe a simpatoinibição induzida 

pela ACh 10 mM microinjetada no NTSc após a microinjeção de PHY 1 mM no mesmo local. O 

gráfico demonstra o efeito da microinjeção de ACh 10 mM no NTSc sobre a SNA ao longo de 1 min, 

antes e após PHY 1 mM. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: 

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 frequência respiratória e aumenta a 

amplitude do nervo frênico após bloqueio da acetilcolinesterase 

Após a microinjeção de PHY no NTSc, a ACh promove uma redução da 

frequência respiratória (-35,6 ± 2,8 vs. veículo 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, após o bloqueio 

da AChE, a ACh induz aumento na amplitude de disparo do nervo frênico (17,2 ± 3,6 vs. 

veículo 2,3 ± 1,6 e ACh antes de PHY 4,2 ± 3,2 % aos 15 s, p < 0,05), conforme ilustrado na 

figura 23. 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Neurogramas originais e integrados (∫) representativos da PNA obtidos de uma preparação 

in situ coração-bulbo-hipotálamo. Após o bloqueio da AChE com PHY, a ACh 10 mM microinjetada 

no NTSc promoveu bradipnéia. O gráfico demonstra o efeito da ACh 10 mM no NTSc sobre a 

frequência respiratória durante 1 min. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise 

estatística: 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 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. Observe o aumento na amplitude do nervo 

frênico após o bloqueio da AChE pela PHY. O gráfico demonstra o efeito da ACh 10 mM no 

NTSc sobre a amplitude do nervo frênico durante 1 min. Os resultados foram expressos 

como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada 

ao teste Student Newman-Keuls, n=8. 
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5.3.3. Fisostigmina no NTS comissural potencializa o aumento da amplitude e do período 

pré-inspiratório do nervo hipoglosso induzido pela acetilcolina 

Conforme podemos observar no neurograma representativo da HNA na figura 24, 

a microinjeção de ACh no NTSc aumentou a amplitude de disparo do nervo hipoglosso (14,3 

± 6,3 vs. veículo 1,0 ± 4,7% aos 9 s, p < 0,05), que foi potencializada na presença da PHY 

(34,8 ± 5,6% vs. veículo e antes de PHY aos 9 s, p < 0,05). A ACh no NTSc também 

aumentou o tempo pré-inspiratório do hipoglosso (280 ± 86 vs. veículo 137 ± 49 ms, p < 

0,05), que foi potencializado após o bloqueio da AChE (436 ± 26 vs. veículo e antes de PHY, 

p < 0,05) conforme ilustrado na figura 25. 

 

Figura 24. Neurogramas originais e integrados (∫) representativos da HNA obtidos de uma 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. A ACh 10 mM microinjetada no NTSc promoveu 

aumento na amplitude do nervo hipoglosso. O gráfico demonstra a potencialização do efeito da ACh 

após a microinjeção de PHY 1 mM no NTSc sobre a amplitude do nervo hipoglosso durante 1 min. 

Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: 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 preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo. As áreas sombreadas representam o pre-I do HN. Observamos as médias 

de uma sequência de 21 ciclos respiratórios consecutivos, sendo 10 no período basal e 11 após a 

microinjeção de ACh 10 mM no NTSc, ocorrida no momento 0. Note o aumento no pre-I do 

hipoglosso imediatamente após a injeção de ACh no NTSc, antes e após o bloqueio da AChE pela 

PHY. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: 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 microinjeção de ACh 10 mM no NTSc aumentou o pico pós-inspiratório do 

nervo vago (17,7 ± 7,6 vs. veículo 3,9 ± 2,1 % aos 9 s, p < 0,05), que foi potencializado após 

a injeção de PHY (35,8 ± 5,7 % vs. veículo e antes de PHY aos 9 s, p < 0,05). 

 

 Figura 26. Neurogramas originais e integrados (∫) representativos da cVNA obtido de uma 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. A ACh 10 mM microinjetada no NTSc 

promoveu aumento na amplitude do pico pós-inspiratório do nervo vago. O gráfico 

demonstra a potencialização do efeito da ACh após a microinjeção de PHY 1 mM no NTSc 

sobre a amplitude do nervo vago ao longo de 1 min. Os resultados foram expressos como 

média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de duas vias, medidas repetidas, associada ao 

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

A tabela 1 apresenta um resumo das principais respostas simpática e respiratórias 

observadas com a injeção de agonistas colinérgicos no NTSc. 

 
 

 

 

 

 

No presente estudo observamos que os agonistas colinérgicos, tanto nicotínico 

quanto muscarínico, microinjetados no NTSc, promovem aumento da atividade simpática. Em 

um estudo recente de nosso laboratório, verificamos que a ACh, microinjetada no NTSc, não 

promove alterações na média da atividade simpática (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 microinjeção de ACh no NTSc após inibição da AChE com PHY 

promoveu diminuição da atividade simpática. Portanto, a longo prazo, a ativação simultânea 

de ambos receptores nicotínico e muscarínico no NTSc induz uma resposta simpática oposta 

àquela observada quando apenas um dos receptores é ativado isoladamente. Uma alternativa 

para elucidar essas diferenças pode ser a injeção simultânea de nicotina e carbacol no NTSc e 

verificação de possíveis alterações na atividade simpática. 

No presente estudo observamos também que tanto a nicotina quanto o carbacol no 

NTSc modificam o padrão de modulação respiratória da atividade simpática. Em condições 

basais, a atividade simpática apresenta um aumento fásico durante a fase inspiratória, 

atingindo um pico máximo durante o final da inspiração. A microinjeção de nicotina ou 

carbacol no NTSc promoveu um deslocamento da modulação respiratória da fase inspiratória 

para a fase pós-inspiratória. Estudos prévios de nosso laboratório demonstraram que a 

microinjeção de ACh, também no NTSc, induz a mesma alteração no acoplamento simpato-

respiratório (Furuya et al., 2014), sendo esta alteração muito semelhante àquela observada em 

condições de ativação dos quimiorreceptores periféricos (Dick et al., 2004; Mandel & 

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

carbacol no NTSc de ratos submetidos à preparação in situ. 
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Schreihofer, 2009; Costa-Silva et al., 2010). Dessa forma, nossos resultados sugerem que a 

ativação de receptores colinérgicos no NTSc estaria envolvida na modulação simpática em 

resposta ao quimiorreflexo, considerando que as aferências provenientes dos 

quimiorreceptores periféricos convergem predominantemente para o NTSc (Ciriello et al., 

1994; Chitravanshi et al., 1994; Colombari et al., 1996). Além disso, esse mesmo estudo 

demonstrou que a mecamilamina (antagonista nicotínico), microinjetada no NTSc, bloqueia a 

alteração no acoplamento simpato-respiratório induzida pela ACh (Furuya et al., 2014), 

reforçando a ideia da participação de uma via nicotínica no NTSc na modulação do 

quimiorreflexo. 

Com relação à atividade respiratória, observamos que os agonistas colinérgicos no 

NTSc induzem respostas distintas: enquanto a nicotina induz uma diminuição na frequência 

do nervo frênico, observamos que o carbacol promove uma tendência a aumentar esta 

variável. Além disso, observamos que a ACh no NTSc, na presença da PHY, promove um 

rápido e discreto aumento seguido de uma diminuição da frequência respiratória a longo 

prazo, de forma semelhante à nicotina. Em estudos recentes de nosso laboratório, 

demonstramos que a injeção de ACh no NTSc promove aumento da frequência respiratória 

(Furuya et al., 2014). Considerando que a ACh promove ativação de ambos receptores 

nicotínico e muscarínico, é provável que somente a ativação simultânea dos dois subtipos de 

receptores colinérgicos no NTSc possa induzir a resposta de taquipnéia observada 

anteriormente. Observamos também uma redução da frequência respiratória induzida pela 

nicotina, o que reforça a idéia da participação de receptores nicotínicos do NTSc na via do 

quimiorreflexo. A ativação do quimiorreflexo promove, inicialmente, uma rápida resposta de 

taquipnéia, seguida de uma bradipnéia duradoura (Powell et al., 1998). Portanto, é possível 

que os receptores nicotínicos do NTSc estejam envolvidos nessa resposta tardia do 

quimiorreflexo. Observamos também que os agonistas colinérgicos, bem como a ACh na 

presença de bloqueador da AChE, promoveram um aumento na amplitude de disparo do 

frênico. A ativação do quimiorreflexo também produz um imediato aumento da amplitude do 

nervo frênico (Powell et al., 1998). Portanto, sugerimos que o aumento na amplitude do nervo 

frênico na resposta respiratória ao quimiorreflexo seja dependente da ativação dos receptores 

colinérgicos no NTSc. Em estudos prévios não quantificamos os efeitos da ACh no NTSc 

(Furuya et al., 2014), mas é possível que o mesmo tenha acontecido. 

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

aumento na amplitude e duração do período pré-inspiratório (pre-I) do nervo hipoglosso. A 
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ACh no NTSc também promove um rápido aumento na amplitude de disparo desse nervo e na 

duração do pre-I. A inibição da AChE com PHY promoveu uma potencialização dessas 

respostas induzidas pela ACh. Os neurônios motores do nervo hipoglosso são responsáveis 

pela inervação dos músculos da língua (Fregosi, 2011), e a ativação do nervo hipoglosso 

promove contração e reposicionamento da língua de modo a promover abertura das vias 

aéreas superiores durante a inspiração (Bailey et al., 1985). Desta forma o registro do nervo 

hipoglosso está relacionado à atividade inspiratória/pré-inspiratória (Smith et al., 2007). 

Observamos que a atividade do nervo hipoglosso apresenta um padrão de atividade que 

antecede em 50-100 ms o disparo do nervo frênico em condições basais, que corresponde ao 

pre-I, 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 frênico induzido pelos agonistas colinérgicos no NTSc indicam a 

participação dos receptores colinérgicos deste subnúcleo na atividade respiratória e pode 

também indicar uma participação de receptores colinérgicos nas vias de modulação do 

quimiorreflexo.  

Observamos também que ambos os agonistas colinérgicos no NTSc promoveram 

aumento na amplitude do nervo vago, sem distinção entre os componentes inspiratório e 

expiratório, e também que a ACh induz aumento da amplitude do nervo vago nos segundos 

iniciais após a injeção no NTSc, e que esse aumento é potencializado com o bloqueio da 

AChE. No NTSc encontramos neurônios respiratórios que se conectam com neurônios da 

coluna respiratória ventral, localizada na superfície ventral do bulbo (Subramanian et al., 

2007; Alheid et al., 2011). Dentre as regiões da coluna respiratória ventral que recebem 

projeções do NTSc destacamos o complexo pré-Bötzinger (pré-BötC), que contém a 

circuitaria essencial para a geração do ritmo inspiratório (Feldman & Del Negro, 2006; Smith 

et al., 1991; Smith et al., 2000) e os neurônios bulbo-espinhas da porção rostral do grupo 

respiratório ventral. O aumento da atividade do nervo vago, incluindo seu componente 

inspiratório, induzido pelos agonistas colinérgicos no NTSc, e intensificado na ausência da 

AChE, indica um aumento da atividade inspiratória da coluna respiratória ventral. De fato, 

Shao et al. (Shao et al., 2005) demonstrou que a ACh modula a neurotransmissão excitatória 

no pré-BötC, consequentemente regulando o ritmo respiratório. Recentemente, 

demonstramos, utilizando a preparação in situ, que a microinjeção de ACh no NTSc promove 

um aumento na frequência do nervo frênico (Furuya et al., 2014). Dessa forma, considerando 
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as conexões entre neurônios respiratórios do NTSc e neurônios respiratórios do pré-BötC, é 

possível que o sistema colinérgico da coluna respiratória dorsal esteja ativando o sistema 

colinérgico da coluna respiratória ventral, promovendo aumento da atividade respiratória. 

Conforme observado anteriormente, o aumento na amplitude do nervo hipoglosso, 

induzido pelos agonistas colinérgicos e pela ACh, também corrobora com o aumento na 

atividade pré-inspiratória, uma vez que os neurônios motores do hipoglosso recebem 

projeções excitatórias provenientes do pré-BötC. Além disso, Chamberlin et al. (Chamberlin 

et al., 2002) demonstrou que neurônios motores do hipoglosso são ativados por agonista 

nicotínico, sugerindo que essa ativação nicotínica possa contribuir para a manutenção central 

do padrão de abertura de vias aéreas superiores, o que reforça a idéia da comunicação entre os 

sistemas colinérgicos das colunas respiratórias dorsal e ventral. 



  

 

       
  

 

PARTE 2 

 

Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc 

sobre as respostas cardiorrespiratórias à hipóxia 
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7. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

7.1. Experimento 4:  

Um grupo de animais foi mantido em hipóxia 10% de O2 durante 24 horas. Em 

seguida, eles foram submetidos à preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. Após a 

estabilização da preparação, foi microinjetado veículo 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 hipóxia 10% de O2 durante 24 horas, 

da mesma forma que o grupo anterior. Em seguida, eles foram submetidos à preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo. Após a estabilização da preparação, os 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 hipóxia 10% de O2 durante 24 horas 

e, logo em seguida, submetidos à preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. Após a 

estabilização da preparação, 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. Hipóxia sustentada 24 horas altera os níveis basais dos nervos simpático, frênico e 

hipoglosso 

Observamos na figura 27 que a hipóxia 10% de O2 por 24 horas promoveu 

aumento nos valores basais de SNA (23,7 ± 2,5 vs normóxia 13,6 ± 1,3 µV, p < 0,001), 

diminuição da frequência respiratória (14,4 ± 1,1 vs normóxia 20,8 ± 1,3 bpm, p < 0,001), 

aumento na amplitude do nervo frênico (39,8 ± 3,2 vs. normóxia 29,3 ± 1,6 µV, p < 0,001) e 

aumento na duração do período pre-I do nervo hipoglosso (603 ± 56 vs normóxia 155 ± 23 

ms, p < 0,001). 
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Figura 27. Neurogramas originais e integrados (∫) representativos da SNA (A), PNA (B) e HNA (C) 

obtidos de preparações in situ coração-bulbo-hipotálamo em normóxia ou após 24 h de hipóxia 10% 

de O2. Os gráficos de barras demonstram os efeitos hipóxia sobre os valores basais de SNA, PNA e 

pre-I do HNA. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: teste t, *p < 

0,001 vs. normóxia. 
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8.2. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre a resposta simpática à hipóxia 

8.2.1 Efeitos da hipóxia sobre a atividade simpática: grupo controle 

Na figura 28 observamos que na SNA do animal previamente submetido à 

hipóxia 10% de O2 não houve alterações após a injeção de veículo no NTSc (29,8 ± 2,8 vs 

basal 30,8 ± 3,1 µV, p > 0,05). 
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 Figura 28. Neurogramas integrados (∫) representativos da SNA obtidos 

de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras 

demonstra os efeitos da injeção de veículo no NTSc sobre a SNA de 

animais previamente submetidos à hipóxia (O2 10%, 24 h). Os resultados 

foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: teste t pareado; 

n=4. 
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8.2.2. Antagonista nicotínico no NTSc diminui a resposta simpática à hipóxia 

Observamos na figura 29 a injeção de mecamilamina no NTSc de animais 

previamente submetido à hipóxia 10% de O2 promoveu diminuição da SNA (15,7 ± 4,4 vs. 

basal 17,1 ± 4,6 µV, p < 0,05). 
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Figura 29. Neurogramas integrados (∫) representativos da SNA obtidos 

de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras 

demonstra os efeitos da injeção de mecamilamina no NTSc sobre a SNA 

de animais previamente submetidos à hipóxia (O2 10%, 24 h). Os 

resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: teste 

t pareado, *p < 0,05 vs. basal; n=6. 
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8.2.3. Antagonista muscarínico no NTSc diminui a resposta simpática à hipóxia 

Na figura 30 observa-se que houve diminuição na SNA de animais que passaram 

pela hipóxia 10% de O2, após a injeção de atropina 5 mM no NTSc (23,3 ± 3,5 vs basal 25,0 ± 

3,5 µV, p < 0,05). 
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 Figura 30. Neurogramas integrados (∫) representativos da SNA obtidos 

de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras 

demonstra os efeitos da injeção de atropina no NTSc sobre a SNA de 

animais previamente submetidos à hipóxia (O2  10%, 24 h). Os resultados 

foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: 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 frênico à 

hipóxia. 

8.3.1 Efeitos da hipóxia sobre a frequência e amplitude do nervo frênico: grupo controle 

Na figura 31 observamos que a frequência respiratória do animal previamente 

submetido à hipóxia 10% de O2 não foi alterada após a injeção de veículo no NTSc (12,0 ± 

1,8 vs basal 11,2 ± 1,5 bpm, p > 0,05). Da mesma forma, a amplitude do nervo frênico não foi 

modificada com a injeçãode veículo (29,3 ± 4,8 vs basal 30,0 ± 4,0 µV, p > 0,05). 
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Figura 31. Neurogramas integrados (∫) representativos da PNA obtidos de uma preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo. Os gráficos de barras demonstram os efeitos da injeção de veículo no 

NTSc sobre a frequência e amplitude do nervo frênico de animais previamente submetidos à hipóxia 

(O2 de 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: teste t 

pareado; n=4. 
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8.3.2. Antagonista nicotínico no NTSc aumenta a frequência do nervo frênico após à 

hipóxia 

A figura 32 ilustra que a injeção de mecamilamina no NTSc de animais 

previamente submetido à hipóxia 10% de O2 promoveu aumento da frequência respiratória 

(20,8 ± 2,5 vs. basal 16,2 ± 2,4 bpm, p < 0,05). No entanto, a injeção de mecamilamina no 

NTSc não promoveu alterações na amplitude do nervo frênico (39,3 ± 6,1 vs. basal 40,5 ± 4,0 

µV, p > 0,05).  
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Figura 32. Neurogramas integrados (∫) representativos da PNA obtidos de uma preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo. Os gráficos de barras demonstram os efeitos da injeção de mecamilamina 

no NTSc sobre a frequência e amplitude do nervo frênico de animais previamente submetidos à 

hipóxia (O2 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: teste t 

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

nervo frênico após à hipóxia 

Na figura 33 podemos observar que a inibição dos receptores muscarínicos do 

NTSc dos animais que passaram pela hipóxia 10% de O2 induziu aumento da frequência 

respiratória (19,8 ± 3,2 vs. basal 14,8 ± 1,2 bpm, p < 0,05),  e também diminuição na 

amplitude do nervo frênico (38,3 ± 5,5 vs. basal 44,2 ± 5,6 µV, p < 0,05). 
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Figura 33. Neurogramas integrados (∫) representativos da PNA obtidos de uma preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo. Os gráficos de barras demonstram os efeitos da injeção de atropina no 

NTSc sobre a frequência e amplitude do nervo frênico de animais previamente submetidos à hipóxia 

(O2 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: 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 

à hipóxia. 

8.4.1. Efeitos da hipóxia sobre a amplitude do nervo hipoglosso: grupo controle 

Na figura 34 observamos que a amplitude do nervo hipoglosso dos animais 

previamente submetidos à hipóxia 10% de O2 não foi alterações após a injeção de veículo no 

NTSc (35,1 ± 6,8 vs basal 39,7 ± 6,7 µV, p > 0,05). 
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Figura 34. Neurogramas integrados (∫) representativos da HNA obtidos 

de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras 

demonstra os efeitos da injeção de veículo no NTSc sobre a amplitude do 

nervo hipoglosso de animais previamente submetidos à hipóxia (O2 10%, 

24 h). Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise 

estatística: teste t pareado; n=4. 
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8.4.2. Antagonista nicotínico no NTSc diminui a amplitude do nervo hipoglosso após à 

hipóxia 

A figura 35 demonstra que a injeção de mecamilamina no NTSc de animais 

previamente submetido à hipóxia 10% de O2 promoveu diminuição da amplitude do nervo 

hipoglosso (22,5 ± 1,6 vs. basal 27,5 ± 1,4 µV, p < 0,05). 
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 Figura 35. Neurogramas integrados (∫) representativos da HNA obtidos 

de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras 

demonstra os efeitos da injeção de mecamilamina no NTSc sobre a 

amplitude do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos à 

hipóxia (O2 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média ± 

EPM. Análise estatística: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; n=6. 
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8.4.3. Antagonista muscarínico no NTSc diminui a amplitude do nervo hipoglosso após à 

hipóxia 

Na figura 36 observamos que o antagonismo dos receptores muscarínicos do 

NTSc dos animais que passaram pela hipóxia 10% de O2 também promoveu diminuição da 

amplitude do nervo hipoglosso (23,0 ± 2,1 vs. basal -32,5 ± 4,6 µV, p < 0,05). 
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 Figura 36. Neurogramas integrados (∫) representativos da HNA obtidos 

de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras 

demonstra os efeitos da injeção de atropina no NTSc sobre a amplitude 

do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos à hipóxia (O2 

10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise 

estatística: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; n=8. 
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8.4.4. Efeitos da hipóxia sobre a duração do pre-I do nervo hipoglosso: grupo controle  

Conforme observamos na figura 37, a duração do pre-I do nervo hipoglosso dos 

animais previamente submetidos à hipóxia 10% de O2 não foi modificada após a injeção de 

veículo no NTSc (525 ± 60 vs basal 585 ± 98 ms, p > 0,05). 
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Figura 37. Neurogramas originais representativos da HNA e PNA 

obtidos de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico 

de barras demonstra os efeitos da injeção de veículo no NTSc sobre a 

duração do pre-I do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos 

à hipóxia (O2 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média ± 

EPM. Análise estatística: teste t pareado; n=4. 
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8.4.5. Antagonista nicotínico não altera o pre-I do nervo hipoglosso 

A figura 38 demonstra que a injeção de mecamilamina no NTSc dos animais 

previamente submetidos à hipóxia não alterou de forma significativa a duração do pre-I 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 preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico 

de barras demonstra os efeitos da injeção de mecamilamina no NTSc 

sobre a duração do pre-I do nervo hipoglosso de animais previamente 

submetidos à hipóxia (O2 10%, 24 h). Os resultados foram expressos 

como média ± EPM. Análise estatística: teste t pareado; n=6. 
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8.4.6. Antagonista nicotínico não altera o pre-I do nervo hipoglosso 

Na figura 39 observamos que a injeção do antagonista muscarínico no NTSc 

diminui a duração do pre-I do nervo hipoglosso nos animais previamente expostos à hipóxia 

10% de O2 (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 preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico 

de barras demonstra os efeitos da injeção de atropina no NTSc sobre a 

duração do pre-I do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos 

à hipóxia (O2 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média ± 

EPM. Análise estatística: 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 à 

hipóxia. 

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

Na figura 40 observamos que a amplitude do nervo vago dos animais 

previamente submetidos à hipóxia 10% de O2 não foi alterada após a injeção de veículo no 

NTSc (20,0 ± 3,4 vs basal 24,2 ± 4,6 µV, p > 0,05). 
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Figura 40. Neurogramas integrados (∫) representativos da cVNA obtidos 

de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras 

demonstra os efeitos da injeção de veículo no NTSc sobre a amplitude do 

nervo vago de animais previamente submetidos à hipóxia (O2 10%, 24 h). 

Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: 

teste t pareado; n=4. 
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8.5.2. Antagonista nicotínico no NTSc diminui a amplitude do nervo vago após à hipóxia  

Observamos na figura 41 que a injeção de mecamilamina no NTSc dos animais 

submetidos hipóxia a 10% de O2 diminuíram a amplitude do pico pós-inspiratório do nervo 

vago (15,7 ± 1,3 vs. basal 22,9 ± 1,4 µV, p < 0,05). 
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 Figura 41. Neurogramas integrados (∫) representativos da cVNA obtidos 

de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras 

demonstra os efeitos da injeção de mecamilamina no NTSc sobre a 

amplitude do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos à 

hipóxia (O2 10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média ± 

EPM. Análise estatística: teste t pareado, *p < 0,05 vs. basal; n=6. 
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8.5.3. Antagonista muscarínico no NTSc diminui a amplitude do nervo vago após à hipóxia 

Na figura 42 observamos que o antagonismo muscarínico no NTSc também 

diminui a amplitude do pico pós-inspiratório do nervo vago nos animais previamente expostos 

à hipóxia 10% de O2 (15,8 ± 2,3 vs. basal 22,3 ± 2,9 µV, p < 0,05). 
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Figura 42. Neurogramas integrados (∫) representativos da cVNA obtidos 

de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras 

demonstra os efeitos da injeção de atropina no NTSc sobre a amplitude 

do nervo hipoglosso de animais previamente submetidos à hipóxia (O2 

10%, 24 h). Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise 

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

Na tabela 2 observamos um resumo das principais respostas simpática e 

respiratórias induzidas pela hipóxia sustentada por 24 h, bem como os efeitos de injeções de 

antagonistas colinérgicos no NTSc sobre tais respostas. 

 

 

 

 

 

 

No presente estudo observamos que os animais previamente expostos à hipóxia 

sustentada apresentaram aumento da atividade simpática, diminuição da frequência 

respiratória, aumento da amplitude do nervo frênico e aumento do pre-I do nervo hipoglosso. 

Moraes et al. (2014) demonstrou que animais submetidos à hipóxia sustentada por 

24 h apresentam elevada atividade do nervo simpático torácico. No presente estudo, o 

antagonismo colinérgico no NTSc promoveu uma resposta de simpatoinibição, sugerindo um 

envolvimento dos mecanismos colinérgicos do NTSc na manutenção da resposta simpática à 

hipóxia sustentada. Em dados prévios de nosso laboratório observamos que o antagonismo 

colinérgico no NTSc não alterou a resposta simpatoexcitatória à ativação do quimiorreflexo 

com KCN (Furuya et al., 2014). Este mesmo estudo demonstrou também que a injeção de 

antagonistas colinérgicos isoladamente no NTSc não promoveram alterações nas atividades 

simpática e respiratória basais de animais controle. Dessa forma, nossos resultados sugerem 

que os animais expostos à hipóxia sustentada 10% de O2 por 24 h apresentam uma 

hiperatividade colinérgica no NTSc, que não é observada após estímulos de hipóxia citotóxica 

Tabela 2. Principais respostas observadas na SNA, PNA, HNA e cVNA à hipóxia sustentada 24 h,  

bem como os efeitos de antagonistas nicotínico e muscarinico injetados no NTSc de animais 

previamente submetidos à hipóxia. 
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aguda, com duração de poucos segundos. A hipótese da hiperatividade colinérgica no NTSc 

associada à maior atividade simpática é reforçada por outros resultados do presente estudo, 

onde a injeção de agonistas colinérgicos no NTSc promoveram aumento da atividade 

simpática (figuras 8 e 15). 

Moraes et al. (2014) também demonstrou que a hipóxia sustentada 24 h promove 

aumento do pre-I do nervo hipoglosso. Observamos que os antagonistas colinérgicos injetados 

no NTSc atenuaram o aumento da amplitude do nervo hipoglosso, mas apenas o antagonista 

muscarínico injetado atenuou o aumento do pre-I induzido pela hipóxia. Anteriormente, 

verificamos que tanto a ACh quanto os agonistas nicotínico e muscarínico, injetados no 

NTSc, também induzem aumento do pre-I. Dessa forma, nossos resultados sugerem o 

envolvimento dos receptores colinérgicos do NTSc, preferencialmente muscarínicos, na 

modulação da resposta respiratória à ativação do quimiorreflexo induzido pela hipóxia 

sustentada. Esse aumento na atividade pre-I do hipoglosso resulta em uma antecipação na 

abertura de vias aéreas superiores imediatamente anterior ao início do ciclo respiratório, 

otimizando a inspiração. 

No presente estudo observamos também que, apesar de não ocorrer alterações na 

amplitude do pico pós-inspiratório do nervo vago em decorrência da hipóxia sustentada, a 

injeção dos antagonistas colinérgicos no NTSc promoveu diminuição dessa variável. A 

atividade motora pós-inspiratória do nervo vago é gerada por neurônios pós-inspiratórios da 

coluna respiratória ventral (Smith et al., 2007). No NTSc encontramos neurônios respiratórios 

que se comunicam com outros neurônios respiratórios da coluna respiratória ventral 

(Subramanian et al., 2007; Alheid et al., 2011). A diminuição do pico pós-inspiratório do 

nervo vago após a injeção dos antagonistas colinérgicos no NTSc observada em nossos 

estudos sugerem uma diminuição da atividade dos neurônios pós-inspiratórios da coluna 

respiratória ventral que estariam recebendo projeções excitatórias provenientes do NTSc. De 

fato, Costa-Silva et al. (2010) demonstrou que a injeção de ácido quinurênico no NTSc 

promoveu uma diminuição do componente pós-inspiratório do nervo vago, demonstrando a 

importância desse subnúcleo para a atividade pós-inspiratória. Nossos resultados sugerem um 

envolvimento da transmissão colinérgica do NTSc na modulação da atividade pós-inspiratória 

em situações de hipóxia sustentada. 

A diminuição da amplitude e duração do pre-I do nervo hipoglosso associada à 

diminuição da atividade pós-inspiratória do nervo vago induzidos por antagonistas 

colinérgicos no NTSc sugerem a participação de vias colinérgicas nesse subnúcleo na 



Parte 2 – Discussão 78 

 

       
Werner Issao Furuya 

  

facilitação de abertura de vias aéreas superiores durante a inspiração e aumento da resistência 

das mesmas vias durante a expiração, com o objetivo de otimizar as trocas gasosas em 

situações de hipóxia. 

A diminuição do pico pós-inspiratório do nervo vago promove diminuição 

também no tempo de expiração (Costa-Silva et al., 2010) e, consequentemente, aumenta a 

frequência respiratória. Portanto, o aumento da frequência respiratória que observamos após a 

injeção dos antagonistas colinérgicos no NTSc pode ser justificada pela diminuição do 

componente pós-inspiratório do nervo vago, ainda que uma análise da duração do tempo de 

expiração não tenha sido realizada. Vale ressaltar que seria esperada uma frequência 

respiratória basal elevada nesses animais previamente expostos à hipóxia, o que não foi 

observado. No entanto, observamos que o nervo abdominal apresenta atividade late-E em 

condições basais (em alguns animais onde esse registro foi realizado), característico de 

animais expostos à hipóxia sustentada (Moraes et al., 2014). A atividade late-E prolonga o 

tempo de expiração e, consequentemente, diminui a frequência respiratória (Abdala et al., 

2009). Além disso, a integridade da aferência vagal proveniente dos receptores de estiramento 

pulmonar é essencial para o ritmo respiratório (Harris & Milson, 2001), o que não ocorre na 

preparação in situ, onde os pulmões são removidos. 

Visto que o estímulo de hipóxia promove ativação do quimiorreflexo periférico, 

poderíamos esperar que as respostas observadas fossem decorrentes de alterações no 

corpúsculo carotídeo. No entanto, dados de nosso laboratório demonstram que animais 

previamente expostos à hipóxia sustentada por 24 h e submetidos à preparação in situ, 

apresentam aumento da resposta simpática e respiratória à ativação do quimiorreflexo 

periférico, mas não apresentam alterações na atividade do corpúsculo carotídeo (figura 43), 

sugerindo que tais respostas seriam provenientes de mecanismos centrais, e não periféricos. 

Dessa forma, o sistema colinérgico presente no NTSc estaria envolvido apenas com a 

modulação central do quimiorreflexo. 

As alterações nas atividades simpática e respiratória apresentadas na seção 

anterior, onde foi realizada a ativação prolongada de receptores colinérgicos no NTSc por 

meio da inibição da AChE associada à ACh (Figuras 22-26) ou da injeção de agonistas 

colinérgicos (Figuras 9-13 e 16-20), corroboram com os resultados apresentados nessa seção, 

como resultado da exposição à hipóxia. As respostas observadas com o antagonismo 

colinérgico no NTSc após o estímulo de hipóxia sustentada corroboram e estendem nosso 
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entendimento para a participação de uma via colinérgica do NTSc na regulação da via do 

quimiorreflexo. 

 

Figura 43. Neurogramas originais e integrados (∫) representativos 

da atividade do nervo frênico (PNA), atividade do nervo simpático 

torácico (tSNA), atividade do nervo abdominal (ABD) e atividade 

do nervo carotídeo sinusal (CSN) obtidos de uma preparação in 

situ coração-bulbo-hipotálamo de um animal previamente exposto 

à hipóxia 10% de O2 por 24 h. A área sombreada representa a 

resposta à ativação 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 à preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo. Após a estabilização da preparação, foi aplicado um estímulo de 

hipercapnia (90% de O2 e 10% de CO2) na solução de perfusão por 15 min, substituindo a 

mistura de 95% de O2 e 5% de CO2 (baseado em Abdala et al., 2009; Simms et al., 2009; 

Molkov et al., 2011), considerada em normóxia para a preparação in situ. Foram avaliadas as 

alterações na SNA, PNA, HNA, cVNA e AbNA. Após a estabilização das atividades em 

estado de hipercapnia, foi injetado, no NTSc, veículo. Foram avaliados os efeitos na SNA, 

PNA, HNA, cVNA e AbNA no intervalo entre 8-10 min após as microinjeções. Ao final dos 

experimentos os cérebros dos animais foram removidos e foi processada a análise histológica 

para confirmação dos sítios de injeção. 

 

10.2. Experimento 8: 

Um outro grupo de animais foi submetido à preparação in situ coração-bulbo-

hipotálamo e exposto ao um estímulo de hipercapnia da mesma forma que o grupo anterior. 

Após a estabilização 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 após as microinjeções. Ao final dos experimentos os cérebros dos 

animais foram removidos e foi processada a análise histológica para confirmação dos sítios de 

injeção. 

 

10.3. Experimento 9: 

Um terceiro grupo de animais foi submetido à preparação in situ coração-bulbo-

hipotálamo e exposto ao um estímulo de hipercapnia conforme descrito anteriormente. Após a 

estabilização 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 

após as microinjeções. Ao final dos experimentos os cérebros dos animais foram removidos e 

foi processada a análise histológica para confirmação dos sítios de injeção. 
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11. RESULTADOS 

11.1. Efeitos de antagonistas colinérgicos no NTSc sobre a resposta simpática à 

hipercapnia 

11.1.1. Efeitos da hipercapnia sobre a atividade simpática 

Na figura 44 observamos que o estímulo de hipercapnia a 10% de CO2 promoveu 

aumento da SNA (13,6 ± 2,6 vs. basal 11,0 ± 2,0 µV, p < 0,05), que não foi alterado pela 

injeção de veículo no NTSc (14,0 ± 2,9 vs. basal 11,0 ± 2,0 µV, p < 0,05) [F(5,10)=8,240; p 

< 0,05]. 
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Figura 44. Neurogramas integrados (∫) representativos da SNA obtidos de uma 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras demonstra os efeitos 

da hipercapnia (CO2 10%) sobre a SNA antes e após a injeção de veículo no NTSc. Os 

resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de uma 

via, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=6. 
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11.1.2. Mecamilamina no NTSc não altera a simpatoexcitação induzida por hipercapnia 

Na figura 45 observamos que o aumento da SNA induzido por hipercapnia a 10% 

de CO2 (20,9 ± 2,7 vs. basal 17,8 ± 2,2 µV, p < 0,05), não foi alterado pela injeção de 

mecamilamina 5 mM no NTSc (20,9 ± 3,2 vs. basal 17,8 ± 2,2 µV, p < 0,05) [F(7,14)= 

4.881; p < 0,05]. 
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Figura 45. Neurogramas integrados (∫) representativos da SNA obtidos de uma 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras demonstra os efeitos 

da hipercapnia (CO2 10%) sobre a SNA antes e em dois intervalos após a injeção de 

mecamilamina 5 mM no NTSc. Os resultados foram expressos como média ± EPM. 

Análise estatística: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student 

Newman-Keuls, n=8. 
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11.1.3. Atropina no NTSc não altera a simpatoexcitação induzida por hipercapnia 

Na figura 46 observamos que o aumento da SNA induzido por hipercapnia a 10% 

de CO2 (13,8 ± 2,1 vs. basal 11,1 ± 1,4 µV, p < 0,05), não foi alterado pela injeção de atropina 

5 mM no NTSc (13,9 ± 2,1 vs. basal 11,1 ± 1,4 µV, 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 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras demonstra os efeitos 

da hipercapnia (CO2 10%) sobre a SNA antes e após a injeção de atropina 5 mM no 

NTSc. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: 

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 frênico à 

hipercapnia. 

11.2.1. Efeitos da hipercapnia sobre a atividade do nervo frênico 

Na figura 47 observamos que a hipercapnia 10% de CO2 promoveu uma 

tendência a diminuição da frequência respiratória (15,3 ± 1,0 vs. basal 19,0 ± 2,3 bmp, p > 

0,05), que permaneceu inalterada após a injeção de veículo 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 frênico (34,2 ± 2,9 vs. basal 26,2 ± 2,2 µV, p < 0,05), antes e após a 

injeção de veículo no NTSc (33,8 ± 3,5 vs. basal 26,2 ± 2,2 µV, p < 0,05) [F(5,10)= 26.551; 

p < 0,001].  
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Figura 47. Neurogramas integrados (∫) representativos da PNA obtidos de uma preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo. Os gráficos de barras demonstram os efeitos da hipercapnia (CO2 10%) 

sobre a PNA antes e após a injeção de veículo no NTSc. Os resultados foram expressos como média ± 

EPM. Análise estatística: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student 

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

bradipnéia induzidos por hipercapnia 

Na figura 48 observamos que a hipercapnia 10% de CO2 promoveu diminuição 

da frequência respiratória (16,7 ± 0,8 vs. basal 24,1 ± 1,9 bmp, p < 0,05), que permaneceu 

inalterada após a injeção 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 frênico (43,3 ± 4,0 vs. basal 34,3 ± 2,7 µV, p < 0,05), antes e após a 

injeção de mecamilamina no NTSc (43,2 ± 4,0 vs. basal 34,3 ± 2,7 µV, 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 preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo. Os gráficos de barras demonstram os efeitos da hipercapnia sobre a 

frequência e amplitude do nervo frênico antes e após a injeção de mecamilamina 5 mM no NTSc. Os 

resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de uma via, medidas 

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

bradipnéia induzidos por hipercapnia 

Na figura 49 observamos que a hipercapnia 10% de CO2 promoveu diminuição 

da frequência respiratória (15,1 ± 1,1 vs. basal 18,6 ± 2,1 bmp, p < 0,05), que permaneceu 

inalterada após a injeção 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 frênico (32,7 ± 3,1 vs. basal 26,1 ± 1,7 µV, p < 0,05), antes e após a injeção de atropina 

no NTSc (32,5 ± 3,1 vs. basal 26,1 ± 1,7 µV, 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 preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo. Os gráficos de barras demonstram os efeitos da hipercapnia sobre a PNA 

antes e em dois intervalos após a injeção de atropina 5 mM no NTSc. Os resultados foram expressos 

como média ± EPM. Análise estatística: 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 à 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 µV, p < 0,05), sem alterações após a injeção 

de veículo no NTSc (29,7 ± 3,5 vs. basal 25,4 ± 2,1 µV, 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 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras demonstra o efeito 

da hipercapnia sobre a amplitude do nervo hipoglosso antes e após a injeção de 

veículo no NTSc. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise 

estatística: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student 

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

hipercapnia 

Na figura 51 observamos que o aumento na amplitude do nervo hipoglosso com o 

estímulo de hipercapnia (38,6 ± 2,3 vs. basal 30,0 ± 3,1 µV, p < 0,05) não foi alterado após a 

injeção de mecamilamina 5 mM no NTSc (35,5 ± 2,5 vs. basal 30,0 ± 3,1 µV, 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 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras demonstra o efeito 

da hipercapnia sobre a HNA antes e após a injeção de mecamilamina 5 mM no NTSc. 

Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de 

uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student Newman-Keuls, n=8. 
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11.3.3. Atropina no NTSc não 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 µV, p < 0,05). A injeção de atropina 5 mM no 

NTSc não promoveu alterações nessa variável (30,4 ± 1,5 vs. basal 26,9 ± 1,8 µV, 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 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo.  Os gráficos de barras demonstram o 

efeito da hipercapnia (CO2 10%) sobre a HNA antes e em dois intervalos após a 

injeção de atropina 5 mM no NTSc. Os resultados foram expressos como média ± 

EPM. Análise estatística: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste 

Student Newman-Keuls, n=7. 



Parte 3 – Resultados 91 

 

       
Werner Issao Furuya 

  

11.3.4. Efeitos da hipercapnia sobre o período pré-inspiratório do nervo hipoglosso 

A hipercapnia também promoveu aumento da fase pré-inspiratória (pre-I) do 

nervo hipoglosso (687 ± 106 vs. basal 168 ± 60 ms, p < 0,05), antes e após a injeção de 

veículo 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 período pré-inspiratório do nervo 

hipoglosso, obtidos de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo.  As áreas 

sombreadas representam o pre-I do HN. O gráfico de barras demonstra o efeito da 

hipercapnia (CO2 10%) sobre o pre-I antes e em dois intervalos após a injeção de 

veículo no NTSc. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise 

estatística: 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-I do nervo hipoglosso induzido 

por hipercapnia 

Novamente, observamos na figura 54 que a hipercapnia 10% CO2 acarretou em 

aumento do pre-I 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 após a injeção (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-I, obtidos de uma preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. As áreas 

sombreadas representam o pre-I do HN. O gráfico de barras demonstra o efeito da 

hipercapnia sobre o pre-I antes e após a injeção de mecamilamina 5 mM no NTSc. Os 

resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de uma 

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

induzido por hipercapnia. 

Mais uma vez, observamos na figura 55 o aumento do pre-I do nervo hipoglosso 

induzido pela hipercapnia (653 ± 84 vs. basal 187 ± 35 ms, p < 0,05), que permaneceu sem 

alterações após o bloqueio dos receptores muscarínicos com injeção 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 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. As áreas sombreadas representam o pre-

I do HN. O gráfico de barra demonstra o efeito da hipercapnia sobre o pre-I do nervo 

hipoglosso antes e após a injeção de atropina 5 mM no NTSc. Os resultados foram 

expressos como média ± EPM. Análise estatística: 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 à 

hipercapnia. 

11.4.1. Efeitos da hipercapnia sobre a atividade do nervo vago 

Na figura 56 observamos que a hipercapnia a 10% de CO2 não modificou o pico 

pós-inspiratório do nervo vago (21,7 ± 1,6 vs. basal 20,4 ± 1,5 µV, p > 0,05), que permaneceu 

inalterado após a injeção de veículo no NTSc (19,8 ± 1,5 vs. basal 20,4 ± 1,5 µV, 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 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras demonstra o efeito 

da hipercapnia (CO2 10%) sobre a cVNA antes e após a injeção de veículo no NTSc. 

Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de 

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

hipercapnia 

Na figura 57 observamos que a hipercapnia a 10% de CO2 não modificou o pico 

pós-inspiratório do nervo vago (22,3 ± 2,9 vs. basal 20,3 ± 2,5 µV, p > 0,05), que permaneceu 

inalterado após a injeção de mecamilamina 5 mM no NTSc (18,9 ± 2,8 vs. basal 20,3 ± 2,5 

µV, 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 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras demonstra o efeito 

da hipercapnia sobre a cVNA antes e em dois intervalos após a injeção de 

mecamilamina 5 mM no NTSc. Os resultados foram expressos como média ± EPM. 

Análise estatística: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste Student 

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

Na figura 58 observamos que a hipercapnia a 10% de CO2 não modificou o pico 

pós-inspiratório do nervo vago (19,1 ± 1,9 vs. basal 19,1 ± 1,8 µV, p > 0,05), que permaneceu 

inalterado após a injeção de atropina 5 mM no NTSc (16,7 ± 1,7 vs. basal 19,1 ± 1,8 µV, 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 

preparação in situ coração-bulbo-hipotálamo. O gráfico de barras demonstra o efeito 

da hipercapnia sobre a cVNA antes e após a injeção de atropina 5 mM no NTSc. Os 

resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: 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 à hipercapnia. 

11.5.1. Efeitos da hipercapnia sobre a atividade do nervo abdominal 

Na figura 59 observamos que a hipercapnia a 10% de CO2 aumentou o número de 

disparos do nervo abdominal (14,4 ± 2,2 vs. basal 3,4 ± 3,4 bpm, p < 0,05), que permaneceu 

inalterado após a injeção de veículo 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 µV, p < 0,05), antes e após a injeção de 

veículo no NTSc (17,8 ± 2,2 vs. basal 6,3 ± 2,8 µV, p < 0,05) [F(5,10)= 11.074; p < 0,001]. 
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Figura 59. Neurogramas integrados (∫) representativos da AbNA obtidos de uma preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo.  Os gráficos de barras demonstram o efeito da hipercapnia (CO2 10%) 

sobre o AbNA antes e após a injeção de veículo no NTSc. Os resultados foram expressos como média 

± EPM. Análise estatística: 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 não a amplitude do nervo 

abdominal induzidos por hipercapnia 

Na figura 60 observamos que a hipercapnia a 10% de CO2 aumentou o número de 

disparos do nervo abdominal (13,0 ± 1,4 vs. basal 0,1 ± 0,1 bpm, p < 0,05), que foi 

potencializado após a injeção 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 µV, p < 0,05), antes e após a 

injeção de mecamilamina no NTSc (22,7 ± 3,8 vs. basal 6,1 ± 2,8 µV, p < 0,05) [F(7,14)= 

10.458; p < 0,05]. 
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Figura 60. Neurogramas integrados (∫) representativos da AbNA obtidos de uma preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo. Os gráficos de barras demonstram o efeito da hipercapnia sobre o 

recrutamento e amplitude do nervo abdominal antes e após a injeção de mecamilamina 5 mM no 

NTSc. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de uma via, 

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

abdominal induzidos por hipercapnia 

Na figura 61 observamos que a hipercapnia a 10% de CO2 aumentou o número de 

disparos do nervo abdominal (14,4 ± 3,5 vs. basal 2,3 ± 1,9 bpm, p < 0,05), que não foi 

alterado após a injeção 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 µV, p < 0,05), antes e após a injeção de 

atropina no NTSc (19,1 ± 3,0 vs. basal 6,5 ± 3,2 µV, p < 0,05) [F(5,10)= 7.055; p < 0,05]. 
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Figura 61. Neurogramas integrados (∫) representativos da AbNA obtidos de uma preparação in situ 

coração-bulbo-hipotálamo.  Os gráficos de barras demonstram o efeito da hipercapnia sobre o AbNA 

antes e em dois intervalos após a injeção de atropina 5 mM no NTSc. Os resultados foram expressos 

como média ± EPM. Análise estatística: ANOVA de uma via, medidas repetidas, associada ao teste 

Student Newman-Keuls, n=6. 
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11.6. Análise histológica 

A figura 62 ilustra o local típico das microinjeções no NTSc. Foram considerados 

os dados dos animais com a localização das microinjeções nessas regiões confirmadas pela 

análise histológica. 

 

 

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

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

A tabela 3 apresenta de forma sintetizada as principais respostas simpática e 

respiratórias induzidas pela hipercapnia, juntamente com os efeitos de injeções de 

antagonistas colinérgicos no NTSc sobre tais respostas. 

 

 

 

 

 

No presente estudo, observamos que a hipercapnia a 10% de CO2 promoveu 

aumento da SNA, diminuição da frequência respiratória, aumento da amplitude do nervo 

frênico, aumento do pre-I do nervo hipoglosso e aumento do recrutamento e amplitude do 

nervo abdominal, conforme já demonstrado na literatura (Abdala et al., 2009; Simms et al., 

2009; Molkov et al., 2011).  

Verificamos que apenas o antagonista nicotínico, mas não o muscarínico, 

microinjetado no NTSc, foi capaz de reduzir esse aumento do pre-I 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-I, a redução 

observada com a mecamilamina reforça a idéia da participação dos receptores colinérgicos do 

NTSc na modulação da resposta respiratória ao quimiorreflexo. Ainda, que essa modulação da 

atividade do nervo hipoglosso ocorre preferencialmente através de receptores nicotínicos, de 

forma semelhante à resposta taquipneica do quimiorreflexo (Furuya et al., 2014). A ativação 

dos neurônios do hipoglosso ocorreria através do núcleo retrotrapezóide (RTN), localizado na 

superfície ventral do bulbo, que concentra neurônios quimiossensíveis, ativados por CO2 

(Guyenet et al., 2006). Dados da literatura demonstram que o RTN envia projeções 

excitatórias para o NTSc (Rosin et al., 2006). 

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

como os efeitos de antagonistas nicotínico e muscarínico injetados no NTSc sobre essas respostas. 
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Com relação à atividade expiratória, sabe-se que a atividade do nervo abdominal, 

principalmente de seu componente expiratório ao final da segunda fase da expiração (late-E), 

é aumentada em situações de hipóxia ou hipercapnia, onde se observa a ocorrência de 

expiração ativa (Fregosi & Bartlett, 1988). Dados da literatura demonstram que neurônios do 

RTN apresentam atividade rítmica em sincronia com disparos late-E do nervo abdominal em 

situações de hipercapnia (Abdala et al., 2009; Molkov et al., 2010). Além disso, outros 

estudos demonstram que área pontinas e o RTN são fundamentais para a geração de late-E do 

nervo abdominal, uma vez que a transecção bulbo-pontina ou a inibição do RTN abolem o 

late-E mesmo durante a hipercapnia na preparação in situ (Abdala et al., 2009). Dados da 

literatura demonstram também que os neurônios quimiossensíveis do RTN são 

glutamatérgicos e se comunicam com neurônios respiratórios da coluna respiratória ventral 

(VRG) (Rosin et al., 2006), sugerindo que o RTN é o sítio 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 

os receptores nicotínicos no NTSc podem estar envolvidos com vias inibitórias para o RTN, 

responsáveis pelo recrutamento de late-E do nervo abdominal (figura 64). Uma possível via 

envolveria os neurônios pós-inspiratórios do BöTC, que receberiam projeções excitatórias do 

NTSc e enviaria projeções excitatórias para o RTN (Alheid et al., 2011), conforme ilustrado 

na figura 64.  

Os antagonistas colinérgicos, tanto muscarínico quanto nicotínico, microinjetados 

no NTSc, não diminuíram a simpatoexcitação induzida pela hipercapnia. Esse resultado não 

foi surpreendente, visto que em estudos anteriores de nosso laboratório o antagonista 

nicotínico mecamilamina foi capaz de atenuar a resposta respiratória ao quimiorreflexo, mas 

não a resposta simpática (Furuya et al., 2014). Outro estudo já havia demonstrado que as 

respostas simpatoexcitatótia e pressora do quimiorreflexo são dependentes de receptores 

glutamatérgicos e purinérgicos no NTSc (Braga et al., 2007). Os dados do presente estudo 

sugerem que a simpatoexcitação induzida pela hipercapnia ocorre por uma via que não 

envolve o NTSc. Os neurônios do RTN enviam projeções excitatórias não apenas para a 

VRG, mas também para neurônios pré-motores simpáticos do RVLM (Molkov et al., 2011). 

Dessa forma, nossos resultados sugerem que a simpatoexcitação induzida pela hipercapnia 

ocorre como consequência da ativação do RTN. 
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Nossos resultados sugerem um envolvimento de receptores colinérgicos do NTSc, 

preferencialmente nicotínicos, na modulação das respostas pré-inspiratória e late-E à ativação 

do quimiorreflexo por hipercapnia.  

 

. 
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13. DISCUSSÃO GERAL 

No presente estudo observamos que a ativação dos receptores muscarínicos e 

nicotínicos do NTSc, por meio de injeções de agonistas colinérgicos, induzem aumento da 

atividade simpática. A ativação do quimiorreflexo central, através do estímulo de hipercapnia 

a 10% de CO2, bem como do quimiorreflexo periférico, por meio da hipóxia sustentada a 10% 

O2, também promovem aumento da atividade simpática. No entanto, a injeção de antagonistas 

colinérgicos (tanto nicotínico quanto muscarínico) no NTSc atenuou a resposta 

simpatoexcitatória apenas quando esta foi induzida pela hipóxia, sugerindo o envolvimento 

desses receptores na resposta simpática à ativação do quimiorreflexo periférico. De fato, 

Moraes et al. (2014) demonstrou que animais expostos à hipóxia sustentada por 24 horas 

apresentam hiperatividade dos neurônios pré-simpáticos da região rostroventrolateral do 

bulbo (RVLM). Dessa forma, nossos resultados sugerem que a ativação dos receptores 

colinérgicos do NTSc pela hipóxia sustentada poderia ativar uma via excitatória para o 

RVLM, conforme ilustrado na figura 63. 

Observamos também que a injeção de nicotina no NTSc promoveu diminuição da 

frequência respiratória, enquanto que o carbacol não alterou essa variável. A hipercapnia 

também induziu diminuição da frequência respiratória, e a injeção de antagonistas 

colinérgicos no NTSc não alteraram essa resposta. Por outro lado, a hipóxia sustentada não 

alterou a frequência respiratória basal, mas os antagonistas colinérgicos no NTSc 

promoveram aumento da frequência do nervo frênico. Simultaneamente, observamos que os 

agonistas colinérgicos promovem aumento do pico pós-inspiratório do nervo vago, enquanto 

que os antagonistas muscarínico e nicotínico no NTSc diminuem essa variável nos animais 

submetidos à hipóxia. Portanto, a ativação dos receptores colinérgicos do NTSc sugere a 

ativação de uma via excitatória para a coluna respiratória ventral, onde se localizam neurônios 

pós-inspiratórios responsáveis pela geração da atividade vagal (Smith et al., 2007) (figuras 63 

e 64). A diminuição da frequência respiratória observada com a injeção de carbacol também 

seria justificada pelo aumento da atividade pós-inspiratória vagal, uma vez que nessa situação 

ocorre também aumento do tempo de expiração (Costa-Silva et al., 2010). 

A injeção de agonistas colinérgicos no NTSc promoveu um aumento na duração 

do pre-I do nervo hipoglosso. Tanto a hipercapnia quanto a hipóxia também promoveram 

aumento do pre-I. No entanto, apenas o antagonista nicotínico injetado no NTSc atenuou o 

aumento do pre-I induzido pela hipercapnia. Mas quando o aumento do pre-I foi induzido pela 

hipóxia, apenas o antagonista muscarínico injetado no NTSc reduziu esse aumento. Esses 
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resultados demonstram que a ativação do quimiorreflexo, tanto central quanto periférico, 

promove aumento da atividade pré-inspiratória, mas com envolvimento distinto dos 

receptores nicotínicos e muscarínicos do NTSc na modulação de tal resposta. 

 

 

 

Figura 63. Representação esquemática demonstrando as possíveis projeções provenientes do NTSc a 

partir de ativação colinérgica mediante estímulo de hipóxia sustentada por 24 h. A ACh ativaria 

neurônios que se projetariam para o RVLM, resultando em aumento da atividade simpática. Projeções 

excitatórias para o núcleo ambíguo promoveriam aumento na atividade do nervo vago. Outra 

possibilidade seria a ativação do preBötC que, por sua vez, envia projeções excitatórias para o núcleo 

do hipoglosso, resultando em aumento do pre-I. 
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CONCLUSÃO 

Os resultados do presente estudo sugerem o envolvimento de receptores 

nicotínicos e muscarínicos do NTSc na modulação das respostas simpática e respiratória à 

hipóxia. No entanto, apenas os receptores nicotínicos do NTSc parecem estar envolvidos com 

o aumento da atividade pré-inspiratória e da expiração ativa induzidos por hipercapnia. 

Figura 64. Representação esquemática demonstrando as possíveis projeções provenientes do NTSc a 

partir de ativação colinérgica mediante estímulo de hipercapnia. A hipercapnia promove aumento da 

atividade simpática. O NTSc enviaria projeções excitatórias para BötC que, por sua vez, inibe o 

preBötC, diminuindo a frequência respiratória. Projeções excitatórias para o núcleo ambíguo 

promoveriam aumento na atividade do nervo vago. 
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