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RESUMO

As respostas cardiorrespiratorias induzidas por hipdxia sdo controladas por areas do
tronco encefalico incluindo o nucleo do trato solitario (NTS). No presente estudo, investigamos
os efeitos da injegdo bilateral no NTS de suramin (antagonista ndo seletivo de receptores
purinérgicos), MRS 2179 (antagonista seletivo de receptores purinérgicos P2Y1), PPADS
(antagonista de receptores purinérgicos P2), alpha,beta-meATP (agonista seletivo de receptores
purinérgicos P2) e MRS 2365 (agonista seletivo de receptores purinérgicos P2Y1) sob as
respostas cardiorrespiratdrias induzidas por hipdxia em ratos ndo anestesidos. Foram utilizados
ratos Holtzman (290-310g, n=5-9/grupo) com canulas guias implatadas no NTS. Foram
registradas a pressdo arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) em ratos ndo
anestesidos. A frequéncia respiratéria (fR), volume corrente (Vc) e ventilagdo (VE) foram
registrados pelo método de plestismografia de corpo inteiro. VE, fR, Vc, PAM e FC foram
registrados durante hipoxia (7% O, por 35 min). Os animais receberam inje¢des bilaterais no
NTS de suramin (2 nmol/100 nL), MRS 2179 (1 nmol/100 nL), PPADS (2 nmol/100 nL),
alpha,beta-meATP (2 nmol/100 nL), MRS 2365 (1 nmol/ 100 nL) ou salina 10 min antes do
periodo de hipéxia. Hipoxia reduziu a PAM (97 £ 3 mmHg, vs. normoxia: 119 £ 4 mmHg, p <
0,05) e aumentou a FC (448 + 17 bpm, vs. normoxia: 392 + 18 bpm, p < 0,05) e VE (917 +46
mL.min™ . Kg™", vs. normoxia: 492 £26 mL.min" Kg", p < 0,05). Injegdes bilaterias de suramin
no NTS reduziram o V¢ durante hipéxia (7,1 £ 0,4 mL.Kg'l, vs. salina: 8,6 £ 0,5 mL.Kg’l, p=
0,046) resultando na diminuigio da hiperventilagio induzida por hipéxia (843 + 66 mL.min"' . Kg’
' vs. salina: 1073 + 98 mL.min’l.Kg'l, p = 0,05) sem alteragdo na taquipnéia induzida por
hipoxia (117 £ 3 cpm, vs. salina: 123 + 6 cpm, p > 0,05), PAM (88 = 5 mmHg, vs. salina: 94 + 6

mmHg, p > 0,05) e FC (411 £ 19 bpm, vs. salina: 444 + 20 bpm, p > 0,05). Além disso, injecdes



bilaterais de MRS 2179 no NTS reduziram o V¢ durante hipoxia (6,1 + 0,5 mL.Kg'l, vs. salina:
7,4+ 0,4 mL.Kg'l, p = 0,031) e a hiperventilagdo induzida por hipoxia (763 + 77 mL.min’l.Kg'l,
vs. salina: 917 + mL.min'l.Kg'l, p = 0,043), sem alteracdo na taquipnéia (125 + 10 cpm, vs.
salina: 124 £+ 4 cpm, p > 0,05), PAM (93 + 1 mmHg, vs. salina: 97+ 3 mmHg, p > 0,05) e FC
(420 = 23 bpm, vs. salina: 448 + 17 bpm, p > 0,05) durante hipdxia. Inje¢des bilaterais de
PPADS, alpha,beta meATP e MRS 2365 no NTS ndo promoveram alteracdes na VE, PAM e FC
em condic¢des de hipdxia. O presente estudo mostrou que os receptors P2, especialmente o tipo

P2Y1, do NTS estao envolvidos nas respostas respiratorias induzidas por hipoxia.

Palavras-chave: adenosina 5'-trifosfato, ventilacdo, hipdxia, nucleo do trato solitario, respostas

cardiorrespiratorias



ABSTRACT

Cardiorespiratory responses to hypoxia are controlled by brainstem areas including the
nucleus of the solitary tract (NTS). In the present study, we investigated the effects of suramin (a
non-selective purinergic receptor antagonist), MRS 2179 (a selective P2Y1 purinergic receptor
antagonist), PPADS (P2 purinergic receptor antagonist), alpha,beta-meATP (a selective P2X
purinergic receptor agonist) and MRS 2365 (a selective P2Y1 purinergic receptor agonist)
injected into the NTS on cardiorespiratory responses to hypoxia in conscious rats. Male
Holtzman rats (290-310g, n=5-9/group) with stainless steel cannulas implanted into the NTS
were used. We recording mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) in conscious rats.
Respiratory frequency (fR), tidal volume (Vt) and ventilation (VE) were recorded by whole-body
plethysmography. VE, fR, Vt, MAP and HR were recorded in hypoxia (7% O, for 35 min). Rats
received bilateral injections of suramin (2 nmol/100 nL), MRS 2179 (1 nmol/100 nL), PPADS (2
nmol/100 nL), alpha,beta-meATP (2 nmol/100 nL), MRS 236 (1nmol/100 nL) or saline into the
NTS 10 min before starting the hypoxia. Hypoxia reduced MAP (97 + 3 mmHg, vs. normoxia:
119 +£ 4 mmHg, p < 0.05) and increased HR (448 + 17 bpm, vs. normoxia: 392 + 18 bpm, p <
0.05) and VE (917 +46 mL.min" Kg"', vs. normoxia: 492 £26 mL.min"".Kg™, p < 0.05). Bilateral
injections of suramin into the NTS reduced Vt during hypoxia (7.1 + 0.4 mL.Kg™", vs. saline: 8.6
+0.5 mLKg", p=0.046) resulting in a decrease in the hypoxia-induced hyperventilation (843 +
66 mL.min".Kg", vs. saline: 1073 £ 98 mL.min" Kg", p = 0.05) without changing tachypnea
induced by hypoxia (117 + 3 breaths.min™, vs. saline: 123 + 6 breaths.min™’, p > 0.05), MAP (88
+ 5 mmHg, vs. saline: 94 = 6 mmHg, p > 0.05) and HR (411 + 19 bpm, vs. saline: 444 + 20
bpm, p > 0.05). Furthermore, bilateral injections of MRS 2179 into the NTS reduced Vt during

hypoxia (6.1 + 0.5 mL.Kg", vs. saline: 7.4 + 0.4 mL.Kg", p = 0.031) and hypoxia-induced



hyperventilation (763 + 77 mL.min" Kg", vs. saline: 917 + mL.min" Kg™", p = 0.043), without
changing tachypnea (125 + 10 breaths.min™, vs. saline: 124 + 4 breaths.min™, p > 0.05), MAP
(93 + 1 mmHg, vs. saline: 97+ 3 mmHg, p > 0.05) or HR (420 + 23 bpm, vs. saline 448 + 17
bpm, p > 0.05) during hypoxia. Bilateral injections of PPADS, alpha,beta meATP and MRS
2365 into the NTS did not change VE, MAP and HR on hypoxia condition. The present data
show that P2 purinergic receptors, especially P2Y1, in the NTS are involved in the respiratory

responses induced by hypoxia.

Keywords: adenosine 5'-triphosphate, ventilation, hypoxia, nucleus of the solitary tract,

cardiorespiratory response.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ATP - adenosina 5'-trifosfato;

alfa, beta- meATP - alfa, beta metilenoATP;

AP - area postrema;

bpm - batimentos por minuto;

cc - canal central;

cpm - ciclos por minuto;

CO; - gas carbonico;

E.P.M. - erro padrao da média;

FC - frequéncia cardiaca;

fR - frequéncia respiratoria;

g - grama(s);

GRVLc - grupamento respiratorio ventrolateral caudal;

GRVLr - grupamento respiratorio ventrolateral rostral;

h - hora (s);

HCOj™ - bicarbonato;

Hct - hematocrito;
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HCI - hipdxia cronica intermitente

IP5 - inositol trifosfato;

1.c.v.- intracerebroventricular;

1.v. - intravenosa;

KCN - cianeto de potassio;

KF - kolliker-fuse;

Kg - quilograma;

LC - locus coerulus;

M - molar;

mg - miligrama (s);

min - minuto (s);

N3 - nitrogénio;

nL - nanolitros;

NPBL - nticleo parabraquial lateral;

NRT - nucleo retrotrapezodide;

NTS - nucleo do trato solitario;

nmol - nanomol,;
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O; - oxigénio;

PaCO; - pressdo parcial de gés carbonico;

PAM - pressdo arterial média;

PaO, - pressao parcial de oxigénio;

pF - grupamento respiratorio parafacial;

pH - potencial hidrogénionico;

PPADS - acido piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-disulfonico

preBotC - complexo pré-Botzinger

RVLM -area rostroventrolateral do bulbo;

SNC - sistema nervoso central

s.c. - subcutanea;

V¢ - volume corrente;

VE - ventilagdao pulmonar;

XII - nucleo hipoglosso;

ug — micrograma (s);

uL — microlitro (s);

pum — micrometro (s);
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1- INTRODUCAQO

O sistema respiratorio tem como principal fun¢do suprir o organismo com oxigénio (O;)
e remover o gas carbonico (CO,) produzido pelo metabolismo celular. Os pulmdes sdo os
principais orgdos onde ocorrem as trocas gasosas, além disso auxiliam no controle térmico do
organismo, na manuten¢ao do pH plasmatico e na fonagdo. Para realizar todas essas funcgdes ¢
necessario que um ritmo coordenado de contracdo dos musculos respiratorios seja estabelecido
visando fornecer um fluxo adequado de ar para os pulmdes. A contragdo dos musculos
respiratérios € originada por impulsos nervosos vindos do sistema nervoso central (SNC)
principalmente dos centros respiratorios localizados no tronco encefdlico que controlam as
contragdes involuntarias desses musculos, bem como de areas corticais superiores que estao
associadas ao controle das fung¢des voluntdrias da musculatura respiratoria (Boron e Boulpaep,
2003; Aires, 2008; Hudson et al., 2011). A superficie ventral do tronco encefalico possui muitos
centros importantes para o controle das vias neurais que regulam a ventilagdo como por exemplo,
o nucleo retrotrapezoide/grupamento respiratorio parafacial (NRT/pF) que possui neurdnios
sensiveis as variacdes de pHa e CO, (Guyenet et al., 2005; Takakura et al., 2006), complexo
Botzinger onde estdo presentes neurOnios expiratérios, complexo pré-Botzinger (preBotC)
importante centro gerador do ritmo respiratorio, grupamento respiratorio ventrolateral rostral
(GRVr) e o grupamento respiratorio ventrolateral caudal (GRVc) que possui neuronios pré-
motores inspiratorios e expiratdrios respectivamente (Ezure, 1990, Feldman e Del negro, 2006,
Stornetta et al., 2003) entre outros.

O nucleo do trato solitario (NTS) estd localizado na superficie dorsal do tronco
encefalico, e ¢ formado por grupos heterogéneos de neurdnios, que se estendem no sentido

rostro-caudal, desde a extremidade caudal no nucleo do nervo facial até a parte caudal piramidal.
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Constitui uma das areas mais importantes para a regulacdo cardiorrespiratoria, pois € a primeira
area do SNC que recebe projecdes vindas dos receptores periféricos, como os receptores
viscerais, gustatorios, cardiopulmonares, barorreceptores e os quimiorreceptores periféricos.
(Ciriello et al., 1994). Assim, o NTS ¢ um nucleo importante de estudo para a compreensdo dos
mecanismos fisiologicos envolvidos na geracdo do ritmo e controle respiratorio e cardiovascular.

A hipdxia ¢ um estimulo classicamente conhecido por causar uma série de respostas
compensatorias, como o aumento da frequéncia respiratoria e do volume corrente culminando no
auemnto da ventilagdo pulmonar (VE) e também alteragdes cardiovasculares, como hipotensao e
taquicardia (West, 1985). A hipdxia do ponto de vista experimental pode ser estudada por dois
métodos principais: 1) hipdxia citotoxica induzida pela inje¢do intravenosa de cianeto de
potassio (KCN) que reage com a hemoglobina impedindo o transporte de oxigénio pelas
hemacias e 2) hipdxia hipoxica decorrente da queda da PaCO, no ar inpirado pelos animais
(Zoccal et. al., 2011, Braga et. al., 2007, Cruz et. al., 2010). A queda da pressdao parcial de
oxigénio no sangue arterial (PaO,) provocada pela hipdxia aumenta as descargas dos
quimiorreceptores periféricos que estdo localizados nos corpuscilos carotideos e aodrticos,
dispostos bilateralmente na bifurca¢do da cardtida comum (quimiorreceptores carotideos) ou em
corpusculos situados proximos a curvatura da artéria aorta (quimiorreceptores aorticos) esses
receptores detectam principalmente variagdes na PaO, e na pressdo parcial de CO, (PaCO,) no
sangue (Aires, 2008) e enviam projegdes aferentes que estimulam nucleos bulbares como o NTS
(Chitravanshi et al., 1994, Mifflin, 1992), resultando em aumento da VE (Overgaard et al.,1996
Sun e Reis, 1994). Além disso, Erickson e Millhorn, 1991 mostraram que a exposi¢do de ratos a

hipoxia promove aumento da expressdo da proteina Fos nos neurdénios do NTS sugerindo a
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ativacdo desta area. No entanto, os neurotransmissores ¢ neuromoduladores envolvidos nas
respostas compensatorias induzidas por hipdxia ainda sdo pouco conhecidos.

O conceito da neurotransmissao purinérgica foi introduzido por Burnstock em 1972. O
ATP bem como seu metabdlito, a adenosina, sdo purinas extracelulares envolvidas em diversos
efeitos bioldgicos atuando nos receptores chamados purinérgicos (Ralevic e Burnstock, 1998,
Burnstock, 1997). Os receptores purinérgicos foram primeiramente divididos bioquimica e
farmacologicamente por Burnstock (1972) em 2 classes: P1 e P2. De acordo com esta
classificacdo os receptores P1 sdo exclusivos para a adenosina e sdo subdivididos em 4 tipos: Al,
A2a, A2b e A3. Os receptores P2 sdo exclusivos para o ATP e sdo subdivididos em 2 tipos: P2X
e P2Y (Ralevic e Burnstock, 1998). Nos mamiferos, os receptores P2X sdo subdivididos em 7
tipos: (P2X1 a P2X7) e sdo canais i6nicos (receptores ionotropicos). Os receptores P2Y sdo
subdivididos em 8 tipos: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14 e sdo
acoplados a proteina G. Porém, os receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4 e P2Y6 sdo acoplados a
proteina Gq e operam via inositol trifosfato, os receptores P2Y 11, P2Y 13 e P2Y 14 sdo acoplados
a proteina Gi e o P2Y12 ¢ acoplado a proteina Gs e opera via guanilato ciclase (Burnstock,
2007). O ATP ¢ o agonista natural para os receptores P2, porém a sua meia vida ¢ muito curta,
ou seja, o ATP ¢ muito instdvel e ¢ rapidamente degradado na fenda sindptica por ecto-
nucleotidases, sendo a adenosina o seu principal metabolito (Burnstock, 2007). Os receptores
purinérgicos P2X e P2Y sdo ativados por agonistas sintéticos, como o o,3-meATP e MRS 2365,
respectivamente, que sdo mais resistentes a degradacdo do que o ATP enddgeno.

Muitos estudos tem demonstrado o envolvimento de varios neurotransmissores na
quimiorrecepgao central e periférica, dentre eles o glutamato e a neurotransmissdo purinérgica

[que utiliza adenosina 5'-trifosfato (ATP) e adenosina como neurotransmissor] (Phillis et al.,
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1997, Paton et al., 2002, de Paula et al., 2004; Gourine et al., 2002, Gourine et al., 2005a,b;
Braga et al., 2007, Haibara et al., 1995, 1999; Antunes et al., 2005a,b , Mulkey et al., 2006,
Wenker et al., 2010; Wenker et al., 2012; Sobrinho et al., 2014). Nesse sentido Braga et. al.,
2007 mostrou que a inje¢do bilateral no NTS de acido quinurénico (antagonista de receptores
glutamatérgicos) combinada com PPADS (antagonistas de recepotres P2) promoveu uma
atenuacdo da resposta pressora e bradicardica induzida pela ativagdo do quimiorreflexo com a
injecdo intravenosa (i.v.) de KCN, evidenciando a participagdo do glutamato ¢ do ATP na
resposta cardiovascular do quimiorreflexo no NTS. Outra evidéncia que reforca a participagdo do
ATP como neurotransmissor das vias neurais do quimiorreflexo no NTS foi demonstrada por
Antunes et al., 2005,b onde a inje¢do i.v. de KCN promove aumento da VE, bradicardia e
aumento da pressdo arterial e a injecdo de ATP no NTS caudal produz resposta ventilatoria
semelhante a resposta induzida pela injecdo i.v. KCN, sugerindo que o ATP participa das
respostas cardiorrespiratdrias a ativagdo do quimiorreflexo no NTS.

Além disso, estudos demonstraram que o ATP extracellular atuando em receptores P2
estd envolvido nas vias neurais de controle cardiorrespiratorio e da regulacdo da temperature
corporal (Phillis et al., 1997; Horiuchi et al., 1999, Ralevic et al., 1999; Ralevic, 2000; Gourine
et al., 2002; Paton et al., 2002; Gourine et al., 2004; de Paula et al., 2004; Gourine et al., 2005a,b
e ¢). Além disso, estudos de Yao et al.,, 2000 mostraram uma densa marcagdo de receptores
purinérgicos (especialmente receptores P2) em vdarias regides envolvidas com o controle
cardiorrespiratorio, dentre elas o NTS. Adicionalmente, evidéncias mostram que durante a
exposi¢do a hipoxia ocorre um aumento da liberagdo de ATP na superficie ventral do bulbo e
esse aumento ocorre juntamente ao aumento da atividade do nervo frénico (Gourine et al., 2005

b), sugerindo que o ATP atuando em receptores P2 da regido ventral do bulbo participa da
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resposta ventilatoria induzida por hipoxia (Gourine et al., 2005 b). Existem evidéncias de que o
ATP, atuando no bulbo ventrolateral desempenha um importante papel no controle vasomotor e
da atividade simpatica (Horiuchi et al.,1999; Ralevic, 2000). Além disso, os receptores P2X do
bulbo ventrolateral estdo envolvidos na hiperventilagdo induzida por hipéxia (Zhang et al.,
2012). Adicionalmente, estudos mostraram que as purinas também participam do controle
cardiorrespiratorio atuando especificamente no NTS (Phillis et al.,1997; Spyer e Thomas, 2000;
de Paula e Machado, 2001; Paton et al.,2002; de Paula et al.,2004, Antunes et al.,2005 a,b).
Paton et al., 2002 utilizando a preparacao tronco encefalico-coracao, mostrou que o bloqueio dos
receptores purinérgicos P2 do NTS de ratos jovens promove atenuacdo da bradicardia reflexa

induzida pela ativa¢dao do quimiorreflexo periférico pela inje¢ao i.v. de KCN.

Virias evidéncias demonstraram que o ATP pode ser liberado no NTS tanto por terminais
aferentes vindos dos neuronios sensoriais do corpo carotideo, como por células gliais presentes
nessa area (Accorsi-Mendonga et al., 2013, Accorsi-Mendonga et. al., 2009). Além disso,
Angelova et al., 2015, mostrou que o ATP pode ser liberado por astrocitos sensiveis a variacao

da concentragdes de O, presentes no NTS.

Assim, ¢ evidente a impotancia do NTS no controle das vias neurais que regulam a VE e
também a impotancia do ATP como neurotransmissor no NTS, porém ndo estd totalmente
esclarecido o papel dos receptores purinérgicos do NTS nas respostas compensatérias induzidas
por hipoxia hipoxica em animais ndo anestesiados. Desta forma, no presente estudo
investigamos, pela primeira vez, os efeitos da inje¢do bilateral de suramin (antagonista nao
seletivo de receptores purinérgicos), MRS 2179 (antagonista seletivo de receptores purinérgicos
P2Y1), acido piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-disulfonico (PPADS, antagonista de receptores

purinérgicos P2), alfa, beta- metilenoadenosina 5'-trifosfato (alfa, beta- meATP, agonista seletivo
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de receptors purinérgicos P2X) e MRS 2365 (agonista seletivo de receptores purinérgicos P2Y1)
no NTS nas respostas cardiorrespiratorias induzidas por hipdxia hipdxica em ratos ndo

anestesiados.

23



2- OBJETIVOS

Verificar a participagdo dos receptores purinérgicos no NTS nas respostas
cardiorrespiratorias induzidas por hipdxia em ratos nao anestesiados. Para isso avaliamos:

1) os efeitos das injegOes bilaterais de suramin (antagonista nao seletivo de receptores
purinérgicos), MRS 2179 (antagonista seletivo de receptores purinérgicos P2Y1), 4cido
piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-disulfonico (PPADS, antagonista de receptores purinérgicos P2),
alfa, beta- metilenoadenosina 5'-trifosfato (alfa, beta-me ATP, agonista seletivo de receptors
purinérgicos P2X) e MRS 2365 (agonista seletivo de receptores purinérgicos P2Y1) no NTS de

ratos nao anestesiados sobre as respostas cardiorrespiratorias induzidas por hipoxia;

2) os efeitos das injegdes bilaterais de suramin e MRS 2179 no NTS de ratos nao

anestesiados sobre os gases sanguineos arteriais ¢ o pH em condi¢do de hipoxia;

3) os efeitos das injecdes bilaterais de suramin no NTS de ratos ndo anestesiados sobre as

respostas cardiorrespiratorias em condi¢des de normoxia.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais
Os experimentos foram realizados em ratos Holtzman adultos ndo anestesiados pesando
entre 280-310g, fornecidos pelo Biotério do Campus de Araraquara, UNESP e mantidos em

gaiolas individuais com livre acesso a dgua e racdo. A temperatura foi mantida 23 + 2° C e
umidade de 55 + 10%, com ciclo claro-escuro de 12 h. Os experimentos realizados no presente
estudo foram aprovados pela Comissio de FEtica no Uso de Animais da Faculdade de

Odontologia de Araraquara, UNESP, Brasil (Proc. CEUA n° 25/2013).

3.2. Cirurgia estereotdixica para implantes de cdnulas de ago inoxidavel no nucleo do

trato solitario (NTS)

Para o implante de canulas cerebrais no NTS, os ratos foram anestesiados com cetamina
(Cristalia, Itapira, SP, Brasil, 80 mg/Kg de peso corporal) combinada com xilazina (Agener
Unido, Embu-Guagu, SP, Brazil, 7 mg/Kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho
estereotaxico (modelo Kopf 900, David-Kopf, Tujunga, CA, EUA). Apos a anti-sepsia da pele
com solucdo de alcool iodado, foi feita uma incisdo longitudinal na pele e tecido subcutaneo,
expondo-se a regido da calota craniana, a qual foi posteriormente irrigada com solucgdo
fisiologica e 4gua oxigenada. A torre do estereotdxico foi colocada na posicdo vertical
(angulagdo zero) e a cabega do animal foi ajustada até que os pontos bregma e lambda da calota
craniana ficassem no mesmo nivel horizontal e entdo foram feitas as leituras das coordenadas
antero-posterior (AP), lateral (L) e dorso-ventral (DV) a partir do bregma. O ponto de introdugao
da canula guia foi determinado utilizando-se as coordenadas estereotéxicas do atlas de Paxinos e

Watson (1998) em relacdo ao bregma. As coordenadas utilizadas para o implante das canulas-
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guias em direcdo ao NTS foram: AP = 14,5 mm caudal ao bregma; L =+ 0,5 mm a linha média e
DV = 7,5 mm abaixo do osso. Neste ponto foi feita a trepanacdo da calota craniana com o auxilio
de uma broca odontologica esférica acoplada a um motor de baixa rotagdo. Por esse orificio
foram introduzidas as canulas de 15 mm de comprimento, sendo que a extremidade inferior desta
ficou 1 mm acima da superficie dorsal do tronco cerebral. As canulas-guias foram fixadas ao
cranio do animal através de resina acrilica e de pequenos parafusos de ago inoxidavel,
previamente colocados na calota craniana. Apds a completa fixacdo das céanulas, a torre do
estereotaxico foi removida e para evitar obstrucao das canulas-guias, foi introduzido nas mesmas
um mandril (oclusor de 15 mm de comprimento) também de ago inoxidavel, o qual foi mantido
dentro das canulas até a realizagdo dos experimentos. O procedimento cirirgico nao excedeu 40
min. Apoés a cirurgia cerebral, os animais receberam uma injecao intramuscular (0,2 mL/rato) de
pentabiotico veterinario — pequeno porte (benzilpenicilina 80.000 Uls e estreptomicina — 33 mg,
Fort Dodge Satde Animal Ltda) e uma injecdo subcutinea de analgésico/anti-inflamatorio

(cetoprofeno 1% - 0,1 mL/rato). Os animais ficaram em observagdo e recuperagdo durante 6 dias.

3.3. Injecoes no NTS

As drogas utilizadas foram dissolvidas em solucdo fisiologica e foram manualmente
injetadas no NTS em um volume de 100 nL em cada sitio de injecao desta regido, utilizando-se
uma seringa Hamilton (5 pL Hamilton, Reno, NV, EUA) conectada com um tubo de polietileno
PE-10 e a uma agulha injetora que foi introduzida no NTS pela canula guia previamente fixada
nesta regido. Antes dos experimentos e injecdes no NTS o mandril foi removido. A céanula
injetora foi 1,2 mm mais longa do que as canulas-guias a fim de que as injegdes atingissem
diretamente o NTS. As inje¢des foram bilaterais e realizadas de modo sequenciado, ou seja,

injecao de um lado do NTS seguida da injecao do lado contralateral.
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3.4. Canulacdo da artéria femoral

Um dia antes dos experimentos foi realizada a canula¢dao da artéria femoral. A canula
utilizada foi confeccionada previamente com um tubo de polietileno PE-10 (Clay Adams,
Parsipanny, NJ) de 4 a 5 cm, soldado a outro tubo de polietileno PE-50 (15 cm). Antes de ser
implantada, a canula foi preenchida com solugao fisioldgica e obstruidas na extremidade livre do
PE-50 com pinos de metal. Sob anestesia com quetamina (Cristalia, Itapira, SP, Brasil, 80 mg/Kg
de peso corporal) combinada com xilazina (7 mg/Kg de peso corporal Agener Unido, Embu-
Guagcu, SP) a canula arterial foi introduzida na aorta abdominal, através da artéria femoral. Uma
vez implantada, a canula foi dirigida subcutaneamente, com auxilio de um trocéater, para a regiao
escapular do rato, onde foi exteriorizada e fixada com linha de sutura. A canula arterial foi
utilizada para registro direto da pressao arterial pulsatil e calculo da pressao arterial média e da

freqliéncia cardiaca.

3.5. Medida da pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca

A pressdo arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC) foram registradas em ratos
ndo anestesiados submetidos a canulagdo prévia (um dia antes do registro) da artéria femoral e
com livre movimentagdo. O tubo PE 50 foi conectado com um transdutor de pressao (Stathan P
23 Db, NH, EUA) acoplado a um pré-amplificador (Bridge Amp , ML221, ADInstruments,
Castle Hill, NSW, Australia), que foi ligado a um sistema de aquisicdo de dados Powerlab

(PowerLab 16/30, ML880, ADInstruments).
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3.6. Medidas da Ventilacao Pulmonar (VE)

As medidas de VE foram obtidas por pletismografia de corpo inteiro (Bartlett e Tenney,
1970). Este método ¢ baseado no principio de que um animal, dentro de uma camara vedada, tera
seu volume de ar corrente inspirado aquecido, da temperatura da cadmara a temperatura corporal e
saturado com vapor de agua; enquanto na expiracao, seu volume de ar corrente serd esfriado até
a temperatura da camara, havendo perda de vapor de agua. Estas situagcdes de aquecer e umidecer
o ar inspirado e de esfriar e desidratar o ar expirado sdo acompanhadas por pequenas mudancgas
de pressao, que podem ser detectadas por um transdutor sensivel. A camara de acrilico, onde o
animal foi colocado e se movimentava livremente, tinha conexdo com o transdutor diferencial de
pressao e com outra camara de referéncia, a qual evita artefatos de medidas provocados pela
variacdo de pressao dentro do laboratério, como a abertura de portas. Além disto, a camara
estava equipada com um termometro e uma seringa para calibragao.

Durante as medidas de ventilagdo, o fluxo foi interrompido e a cadmara selada por curtos
periodos de tempo (~ 2 min) e as oscilagdes na temperatura do ar causadas pela respiragdo foram
medidas como oscilagdes na pressao. Os sinais detectados pelo transdutor diferencial de pressao
foram coletados por um registrador, o qual estava conectado a um conversor analdgico-digital.
Isto permitiu a digitalizagao dos sinais em um computador, utilizando um programa de aquisi¢ao
de dados. Os dados foram analisados através de um programa de calculos, permitindo a obtencao
da frequéncia respiratoria (fR) e da amplitude do sinal (PT). O volume corrente (Vc) foi
calculado através da formula abaixo (Bartlett € Tenney, 1970). A calibragdo do volume foi feita
antes e durante cada experimento por injecdo na camara de uma quantidade conhecida de ar (1

mL) usando uma seringa graduada. A VE foi calculada multiplicando o V¢ pela fR. Segundo
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Bartlett e Tenney (1970) medidas diretas de VE por pneumotacografia resultam em valores
bastante proximos daqueles obtidos por pletismografia. A temperatura retal dos animais foi

medida no inicio e no final dos experimentos.

Ve=PTx VKxTC x (PB - PC)
PK TR (PB-PC) — TC x (PB-PR)
Tb

Definicao dos simbolos da equacdo:

Vc: Volume de ar corrente.

VK: Volume de ar injetado na camara do animal para calibragao.

PT: Deflexao de pressao associada com cada volume de ar corrente.
PK: Deflexdo de pressao associada ao volume injetado para calibragdo.
Tb: Temperatura corporal (em Kelvin).

TC: Temperatura do ar dentro da cAmara do animal.

PB: Pressao barométrica.

PR: pressao de vapor de 4gua a temperatura corporal.

PC: pressao de vapor de 4gua na camara do animal.

TR: temperatura ambiente.

3.7. Drogas

- Solucao fisioldgica (NaCl 0,9% - veiculo);
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-Acido piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-disulfonico (PPADS, 2,0 nmol/100 nL -

antagonista dos receptores purinérgicos P2, Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA).

- Sal de litio de a,B-metileneadenosina 5’ trifosfato (alfa, beta - meATP, 2,0 nmol/100 nL

- agonista dos receptores purinérgicos P2X, Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA).

- Sal hexasodio do acido 8,8'- [Carbonilbis [imino-3,1- Fenilenocarbonilimino (4-metil-
3,1-Fenileno)carbonilimino]] bis-1,3,5-naftaleno trisulfonico (suramin, 2,0 nmol/100 nL -
antagonista nao seletivo de receptores purinérgicos P2, TOCRIS Bioscience, Ellisville, MO,

EUA).

- MRS2179 (1,0 nmol/100 nL - antagonista seletivo de receptores purinérgicos P2Y1,

TOCRIS Bioscience, Ellisville, MO, EUA).

- MRS2365 (1,0 nmol/100 nL. - agonista seletivo de receptores purinérgicos P2Y1,

TOCRIS Bioscience, Ellisville, MO, EUA).

Todas as drogas foram administradas no NTS. A dose das drogas foram escolhidas

baseado em estudos prévios (de Paula et al., 2004, Menezes et al., 2011) e experimentos pilotos.

3.8. Coleta e determinacgoes gasométricas de sangue arterial

Apos as inje¢des no NTS e a exposicao dos animais a hipoxia, foi realizada remocao de
sangue arterial (0,5 mL) da artéria femoral dos animais. As amostras de sangue retiradas foram
colocadas em um cartucho (CG7+, I-Stat) e inseridos num aparelho de gasometria (I-Stat, Abbott
Laboratory, NJ, USA) para a analise do pHa, PaCO,, PaO,, bicarbonato (HCO;" ) e hematocrito

(Hct)
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3.9.Histologia

Ao final dos experimentos os ratos foram profundamente anestesiados com
thiopental (80 mg/Kg de peso corporal) e submetidos a uma perfusdo transcardiaca por meio de
injecdo no ventriculo esquerdo de solucao de formalina 10% . Para confirmagao dos sitios de
injecdo, uma agulha injetora foi inserida nas canulas guias e foi feita injecao bilateral no NTS de
solu¢do azul de Evan 2% (100 nL). Em seguida, os encéfalos foram retirados e fixados em
formalina 10% , congelado, cortados em cortes transversais (50 um de espessura), corados pelo
método Giemsa e analisados por microscopia Optica para localizagdo dos sitios de inje¢do no
NTS. Somente os ratos nos quais o local da injecdo estava situada corretamente no NTS foram
utilizados para a analise estatistica dos dados. Os ratos em que as inje¢des foram realizadas fora

do NTS foram considerados como o controle negativo de inje¢des fora do NTS.

3.10. Analise estatistica

Os resultados sao expressos pelo média = EPM. Para anélise dos dados foram utilizados a

analise de variancia pra medidas repetidas ANOVA two-way seguida do teste de Bonferroni e

teste t para comparagoes. Diferengas foram consideradas significantes quando p < 0,05.
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4- PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram expostos ao ar ambiente e em seguida foram expostos a uma mistura
de gases em condi¢do de hipoxia contendo 7% O, (OxiMedin, Araraquara, SP, Brazil) ou
mantidos em condi¢des de normodxia (21 % de O;). Cada animal foi usado apenas uma vez e
recebeu apenas uma injecdo de suramin, MRS 2179, PPADS, alfa,beta - meATP, MRS 2365 ou
salina. Cada animal foi implantado com canulas bilaterais em dire¢do ao NTS. Os experimentos

foram relizados entre 8:00 a.m. e 4:00 p.m.

4.1. Efeito da inje¢do de suramin, MRS 2179, PPADS, alfa, beta-meATP e

MRS 2365 no NTS sobre as respostas cardiorrespiratorias induzidas por hipoxia.

Cada animal foi individualmente colocado em uma camara plexiglass (5 L) com livre
movimentagdo, enquanto a camara foi ventilada com ar umidificado. Os animais permaneceram
na camara para ambientacdo (~30 min) e apos esse periodo foram feitas os registros basais de
VE, PAM e FC. Em seguida, os animais receberam injec¢des bilaterais no NTS de salina estéril
(0,9% NacCl, 100 nL; n = 4-7) ou antagosnista ndo seletivo de receptores purinérgicos (suramin —
2 nmol/100 nL; n = 9) ou antagonista seletivo de receptores purinérgicos P2Y1 (MRS 2179 — 1
nmol/100 nL; n = 7) ou antagonista de receptores purinérgicos P2 (PPADS — 2 nmol/100 nL; n =
7) ou agonista de receptores purinérgicos P2X (alfa, beta- meATP — 2 nmol/100 nL; n = 6) ou
agonista de receptores purinérgicos P2Y1 (MRS 2365 — 1,0 nmol/100 nL; n = 4). Dez minutos
apos a injecdo, a camara foi ventilada com uma mistura de gases em condi¢ao de hipoxia (7% de
0,) por 35 mim. VE, PAM e FC foram registrados nos tempos: 5, 10, 15, 25, 35 ¢ 45 min apds a

injecdo. Apds esse periodo os animais permaneceram em um periodo de recuperagao de 60 mim
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em normoxia (a camara foi ventilada com ar ambiente) e a VE, PAM e FC foram registrados a

cada 10 minutos durante o periodo de recuperagao.

4.2. Anadlise gasométrica apos o bloqueio dos receptores purinérgicos no NTS

em ratos ndo anestesiados submetidos a hipoxia.

Ao término dos procedimentos do protocolo em que foram realizadas as injecdes de
suramin ou MRS 2179 onde os animais foram submetidos a normoxia e hipoxia, foi realizada a
retirada de amostras do sangue arterial destes animais para a analise gasométrica do pHa, PaCO,,

Pa0,, HCO; e Hct segundo a metodologia descrita acima.

4.3. Efeito da injecdo de suramin ou salina no NTS sobre a pressdo arterial, frequéncia

cardiaca e a ventilagdo em condigoes de normoxia (21% O»).

Cada animal foi individualmente colocado em uma camara plexiglass (5 L) com livre
movimentagdo , enquanto a camara foi ventilada com ar umidificado. Os animais permaneceram
na camara para ambientagdo (~30 min) e apoOs esse periodo foram feitas os registros basais de
VE, PAM e FC. Em seguida, os animais receberam injec¢des bilaterais no NTS de salina estéril
(0,9% NacCl, 100 nL; n = 8) ou antagosnista ndo seletivo de receptores purinérgicos (suramin — 2
nmol/100 nL; n = 8). Apds as injegdes, a PA, FC e VE dos animais foram medidas aos 5, 10, 15,

25, 35,45, 55, 65,75, 85,95 ¢ 105 minutos em condi¢des de normoxia (21% O,).
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5- RESULTADOS

5.1. Efeito da injecdio de suramin no NTS sobre as respostas

cardiorrespiratorias induzidas por hipoxia.

As figuras 1 e 2 mostram o efeito da injecao bilateral de suramin ou salina no NTS na
VE, PAM e FC durante a exposicdo a hipoxia. A hipoxia promoveu aumento da ventilagdo
pulmonar (1073 + 98 mL.min" .Kg', vs. norméxia: 542 + 34 mL min" .Kg”, p < 0,05, fig.1A),
hipotensao (94 + 5 mmHg, vs. normoéxia: 111 £ 8 mmHg, p < 0,05, fig. 2A) e taquicardia (444 +
20 bpm, vs. normodxia: 397 = 21 bpm, p < 0,05, fig. 2B) observados apos a inje¢ao de salina no
NTS. O bloqueio dos receptores purinérgicos pela injecao bilateral de suramin no NTS diminui
o aumento no volume corrente induzido por hipodxia (7,1 + 0,4 mL.Kg’l, vs. salina: 8,6 £ 0,5
mL.Kg", p = 0,046, fig.1C), sem alteracdes significativas na taquipnéia induzida por hipoxia
(117 £ 3 cpm, vs. salina: 123 + 6 cpm, fig.1B) resultando em uma diminuicdo do aumento da
ventilacdo pulmonar induzido por hipoxia (843 + 66 mL.min"' Kg', vs. salina: 1073 + 98
mL.min" Kg"', p = 0.05, fig. 1A). No entanto, a inje¢io de suramin no NTS ndo alterou a
hipotensao (88 + 5 mmHg, vs. salina: 94 + 6 mmHg, fig. 2A) e a taquicardia (411 = 19 bpm, vs.
salina: 444 + 20 bpm, fig. 2B) induzida por hipoxia. A injecao bilateral de suramin (tempo 0)
promoveu bradicardia em relagdo ao grupo controle (salina) (286 + 26 bpm, vs. salina: 389 + 23

bpm, p< 0,05, fig 2B) no momento da injecao.
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Figura 1: Efeito da injecdo bilateral de suramin (2 nmol/100 nL) ou salina no NTS de ratos ndo
anestesiados em condicdo de hipoxia (7% O;) na VE, fR e Vec. A seta indica o momento da
injecdo (tempo 0). Os resultados sdo expressos pela média + EPM, n = niimero de animais *
diferenga entre os tratamentos com salina e suramin injetados no NTS. # diferenca entre o basal
(tempo -15 min) e os tempos 15, 25, 35 e 45 min apos a inje¢do no NTS
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Figura 2:Efeito da inje¢do bilateral de suramin (2 nmol/100 nL) ou salina no NTS de ratos nao
anestesiados em condi¢do de hipdxia (7% O,) na pressdo arterial (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC). A seta indica 0 momento da inje¢do (tempo 0). Os resultados sdo expressos pela média +
EPM, n = niimero de animais. * diferen¢a entre os tratamentos com salina e suramin injetados no
NTS. # diferenga entre o basal (tempo -15 min) e os tempos 15, 25, 35 e 45 min apos a inje¢ao

no NTS
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5.2. Efeito da injecao de MRS 2179 no NTS sobre as respostas

cardiorrespiratorias induzidas por hipoxia.

As figuras 3 e 4 mostram o efeito da injecao bilateral de MRS 2179 ou salina no NTS na
VE, PAM e FC durante a exposicdo a hipoxia. A hipoxia promoveu aumento da ventilagdo
pulmonar (917 + 46 mL.min"' Kg"', vs. normoxia: 492 + 26 mL.min".Kg”, p < 0,05, fig. 3A),
hipotensao (97 = 3 mmHg, vs. normoéxia: 119 £ 4 mmHg, p < 0,05, fig. 4A) e taquicardia (448 +
17 bpm, vs. normoxia: 392 £+ 18 bpm, p < 0,05, fig. 4B) observados apos a inje¢ao de salina no
NTS. Enquanto que o bloqueio dos receptores purinérgicos P2Y1 pela inje¢ao bilateral de MRS
2179 no NTS diminui o aumento no volume corrente induzido por hipoxia (6,1 = mL.Kg™”, vs.
salina: 7,4 + 0,4 mL.Kg ", p= 0,031, fig.3C), sem altera¢des significativas na taquipnéia induzida
por hipdxia (125 = 10 cpm, vs. salina: 124 + 4 cpm, fig.3B) resultando em uma diminui¢dao do
aumento da ventilacio pulmonar induzido por hipoxia (763 + 77 mL.min" . Kg', vs. salina: 917 +
46 mL.min" Kg"', p = 0,043, fig. 3A). No entanto, a injecio de MRS 2179 no NTS nio alterou a
hipotensao (93 = 1 mmHg, vs. salina: 97 + 3 mmHg, fig. 4A), e a taquicardia ( 420 + 23 bpm, vs.

salina: 448 = 17 bpm, fig. 4B) induzida por hipoxia.
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Figura 3: Efeito da inje¢do bilateral de MRS 2179 (1 nmol/100 nL) ou salina no NTS de ratos
ndo anestesiados em condi¢ao de hipdxia (7% O,) na VE, fR e Vc. A seta indica o0 momento da
injecdo (tempo 0). Os resultados sdo expressos pela média £ EPM, n = niimero de animais. *
diferenca entre os tratamentos com salina ¢ MRS 2179 injetados no NTS. # diferenga entre o
basal (tempo -15 min) e os tempos 15, 25, 35 e 45 min apo6s a inje¢ao no NTS
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Figura 4: Efeito da injecao bilateral de MRS 2179 (1 nmol/100 nL) ou salina no NTS de ratos
ndo anestesiados em condi¢ao de hipdxia (7% O;) na pressdo arterial (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC). A seta indica o momento da inje¢do (tempo 0). Os resultados sdo expressos pela
média £ EPM, n = nimero de animais. # diferenca entre o basal (tempo -15 min) e os tempos 15,

25, 35 e 45 min apos a injecao no NTS
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5.3. Efeito da injegcdo de PPADS no NTS sobre as respostas cardiorrespiratorias

induzidas por hipoxia.
As figuras 5 e 6 mostram o efeito da injecao bilateral de PPADS ou salina no NTS na
VE, PAM e FC durante a exposicdo a hipoxia. A hipoxia promoveu aumento da ventilacdo
pulmonar (926 + 87 mL.min" .Kg"', vs. normoxia: 434 + 64 mL.min" . Kg", p < 0,05, fig.5A),
hipotensao (91 + 2 mmHg, vs. normoéxia: 112 £ 5 mmHg, p < 0,05, fig.6A) e taquicardia (436 +
15 bpm, vs. normoxia: 405 £ 26 bpm, p < 0,05, fig.6B) observados apos a inje¢ao de salina no
NTS. Enquanto que o bloqueio dos receptores purinérgicos P2 pela inje¢ao bilateral de PPADS
no NTS nao alterou o aumento da ventilagdo pulmonar induzido por hipoxia (808 = 57 mL.min
'Kg', vs. salina: 926 + 87 mL.min"'.Kg", fig.5A) a taquipnéia induzida por hipoxia (110 + 5
cpm, vs. salina: 108 + 6 cpm, fig.5B) e o aumento do volume corrente induzido por hipoxia (7,5
+ 0,5 mL.Kg", vs. salina: 8,6 + 0,8 mL.Kg", fig.5C). A injecdo bilateral de PPADS no NTS
também nao alterou a hipotensao (102 + 10 mmHg, vs. salina: 92 + 3 mmHg, p > 0.05, fig.6A) e
a taquicardia (461 &+ 20 bpm, vs. salina: 436 £ 15 bpm, p > 0.05, fig.6B) induzida por hipoxia. A
injecdo bilateral de PPADS (tempo 0) promoveu bradicardia em relacdo ao grupo controle

(salina) (229 £ 38 bpm, vs. salina: 373 = 7 bpm, p< 0,05, fig 6B) no momento da inje¢ao.
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Figura 5: Efeito da injecao bilateral de PPADS (2 nmol/100 nL) ou salina no NTS de ratos nao
anestesiados em condicdo de hipoxia (7% O;) na VE, fR e Vc. A seta indica o momento da
injecdo (tempo 0). Os resultados sdo expressos pela média + EPM, n = numero de animais. *
diferenga entre os tratamentos com salina e PPADS injetados no NTS. # diferenca entre o basal (
tempo -15 min) e os tempos 15, 25, 35 e 45 min apods a injecdo no NTS

41



A 180, — Salina,n=4

—{ 1 PPADS (2 nmol/100 nL),n=7
160 A
140
?
£ 120 #
£ #
E 100
a
#
80 4
7% 09
60 T T T r T T T T r T T T
-30 -15 0 51015 25 35 45 55 65 75 85 95 105
B 600
500 A
— 400
E
o
2
(& ]
w300
200 A
7'70 02
100

30 -5 0 51016 25 35 45 55 65 75 85 95 105
Tempo (min)

PPADS ou
salina

Figura 6: Efeito da injecdo bilateral PPADS (2 nmol/100 nL) ou salina no NTS de ratos nado
anestesiados em condi¢do de hipoxia (7% O,) na pressdo arterial (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC). A seta indica o momento da injecao (tempo 0). Os resultados sdo expressos pela média +
EPM, n = nimero de animais. * diferenga entre os tratamentos com salina e PPADS injetados no
NTS. # diferenga entre o basal (tempo -15 min) e os tempos 15, 25, 35 e 45 min apos a inje¢ao
no NTS
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5.4. Efeito da injecio de alfa, beta meATP no NTS sobre as respostas

cardiorrespiratorias induzidas por hipoxia.

As figuras 7 e 8 mostram o efeito da injecao bilateral de alfa, beta-meATP ou salina no
NTS na VE, PAM e FC durante a exposi¢do a hipoxia. A hipoxia promoveu aumento da
ventilacdo pulmonar (915 + 101 mL.min"'.Kg™, vs. norméxia: 501 + 58 mL.min" . Kg™, p < 0,05
fig.7A), hipotensao (95 +£ 5 mmHg, vs. normodxia: 124 = 5 mmHg, p < 0,05, fig.8A) e taquicardia
(450 £ 18 bpm, vs. normoxia: 390 = 12 bpm, p < 0.05, fig.8B) observados apos a injecao de
salina no NTS. Enquanto que a ativagdo dos receptores purinérgicos P2X pela injecao bilateral
de alfa, beta-meATP no NTS nao alterou o aumento da ventilagdo pulmonar induzido por
hipoxia (808 + 57 mL.min" Kg"', vs. salina: 926 + 87 mL.min" Kg', fig.5A), a taquipnéia
induzida por hipoxia (110 = 5 cpm, vs. salina: 108 £ 6 cpm, p > 0,05, fig.5B) e o aumento do
volume corrente induzido por hipoxia (7,4 + 0,5 mL.Kg™, vs. salina: 8,6 + 0,7 mL.Kg", fig.5C).
A injecdo bilateral de alfa, beta-meATP no NTS nao alterou a hipotensdo (102 + 9 mmHg, vs.
salina: 91 £ 2 mmHg, fig.6A) e a taquicardia (461 + 20 bpm, vs. salina: 436 £ 15 bpm, fig.6B)
induzida por hipoxia. A inje¢do bilateral de alfa, beta-meATP (tempo 0) promoveu bradicardia
em relagdo ao grupo controle (salina) (217 £+ 16 bpm, vs. salina: 356 + 38 bpm, p< 0,05, fig 8B)

no momento da inje¢ao.
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Figura 7: Efeito da injecdo bilateral de alfa, beta meATP (2 nmol/100 nL) ou salina no NTS de
ratos ndo anestesiados em condi¢cdo de hipdxia (7% O,) na VE, fR e Vc. A seta indica o
momento da inje¢do (tempo 0). Os resultados sdo expressos pela média = EPM, n = numero de
animais.. # diferenca entre o basal (tempo -15 min) e os tempos 15, 25, 35 ¢ 45 min apos a

injecdo no NTS.

44



A 180 - —&— salina, n=4

- Alfa,beta meATP (2 nmol/100 nL),n=5
160 -
- 140 -
[=2]
E
£ 120 -
= # g #
g 100 -
#
# &
80 -
7°/n 02
-30 <15 051015 25 35 45 55 65 75 85 95 105
B 600
| #
500 i #
__ 400
£
Q.
=2
Q 300 A
200 -
e
7% O2
100 r . .

-30 -15 Ksﬂns 25 35 45 55 65 75 85 95 105
Tempo (min)

Alfa, beta meATP ou
salina

Figura 8: Efeito da inje¢do bilateral alfa,beta meATP (2 nmol/100 nL) ou salina no NTS de
ratos ndo anestesiados em condi¢ao de hipoxia (7% O,) na pressao arterial (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC). A seta indica 0 momento da inje¢do (tempo 0). Os resultados sdo expressos pela
média £ EPM, n = niimero de animais. * diferen¢a entre os tratamentos com salina e alpha,beta
me ATP injetados no NTS. # diferenca entre o basal (tempo -15 min) e os tempos 15, 25, 35 e 45
min apos a inje¢do no NTS.
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5.5. Efeito da injecdo de MRS 2365 no NTS sobre as respostas cardiorrespiratorias
induzidas por hipoxia.

As figuras 9 e 10 mostram o efeito da injecao bilateral de MRS 2365 ou salina no NTS
na VE, PAM e FC durante a exposi¢ao a hipdxia. A hipdxia promoveu aumento da ventilagao
pulmonar (768 + 59 mL.min" .Kg"', vs. normoxia: 392 + 26 mL.min" .Kg", p < 0,05, fig.9A),
hipotensao (98 = 2 mmHg, vs. normoéxia: 112 + 1 mmHg, p < 0,05, fig.10A) e taquicardia (422 +
5 bpm, vs. normoxia: 368 = 10 bpm, p < 0,05, fig.10B) observados apos a inje¢ao de salina no
NTS. Enquanto que a ativacao dos receptores purinérgicos P2Y1 pela injecao bilateral de MRS
2365 no NTS nao alterou o aumento da ventilacdo pulmonar induzido por hipdxia (883 £ 37
mL.min" Kg", vs. salina: 768 + 59 mL.min" .Kg", p > 0,05, fig.9A), a taquipnéia induzida por
hipéxia (125 £ 5 cpm, vs. salina: 127 = 6 cpm, p > 0,05, fig.9B) e o aumento do corrente
induzido por hipoxia (6,8 + 0,5 mL.Kg', vs. salina: 5,9 + 0,4 mL.Kg" , fig.9C). A injecdo
bilateral de MRS 2365 no NTS também nao alterou a hipotensao (100 £ 2 mmHg, vs. salina: 98
+ 2 mmHg, fig.10A) e a taquicardia (431 £ 10 bpm, vs. salina: 422 + 5 bpm, fig.10B) induzida
por hipoxia. A inje¢do bilateral de MRS 2365 (tempo 0) promoveu um aumento da pressao
arterial em relacdo ao grupo controle (salina) (142 + 7 mmHg, vs. salina: 117 £ 6 mmHg, p<

0,05, fig 10A) no momento da inje¢ao.
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Figura 9: Efeito da inje¢do bilateral de MRS 2365 (1 nmol/100 nL) ou salina no NTS de ratos
ndo anestesiados em condi¢do de hipdxia (7% O,) na VE, fR e Vc. A seta indica o momento da
injecdo (tempo 0). Os resultados sdo expressos pela média =+ EPM, n = nimero de animais. . *
diferenca entre os tratamentos com salina e MRS 2365 injetados no NTS # diferenga entre o
basal (tempo -15 min) e os tempos 15, 25, 35 e 45 min apds a injegdao no NTS.
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Figura 10: Efeito da injecdo bilateral MRS 2365 (1 nmol/100 nL) ou salina no NTS de ratos ndo
anestesiados em condi¢do de hipdxia (7% de O;) na pressdo arterial (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC). A seta indica 0 momento da inje¢do (tempo 0). Os resultados sdo expressos pela média +
EPM, n = nimero de animais. * diferenca entre os tratamentos com salina € MRS 2365 injetados
no NTS # diferenga entre o basal (tempo -15 min) e os tempos 15, 25, 35 e 45 min apos a

injecdo no NTS.
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5.6. Efeito da injecdo de MRS 2179 em dreas adjacentes ao NTS sobre as respostas
cardiorrespiratorias induzidas por hipoxia.

Para confirmar que o NTS ¢ a area em que a injecdo de MRS 2179 (1 nmol/100 nL)
produz efeitos nas repostas cardiorrespiratorias induzidas por hipoxia, os resultados de ratos com
injecdes em areas adjacentes ao NTS foram analisadas. As inje¢des bilaterais fora do NTS foram
localizadas principalmente em porgdes laterais e ventrais ao NTS. Inje¢Oes bilaterais de MRS
2179 (1 nmol/100 nL) em sitios fora do NTS ndo alterou o aumento da ventilagdo pulmonar
induzido por hipéxia (735 + 78 mL.min" .Kg, vs. salina: 817 + 32 mL.min" Kg™), a taquipnéia
induzida por hipdxia (115 £ 9 cpm, vs. salina: 122 + 4 cpm) e o aumento do volume corrente
induzido por hipoxia (6,8 + 0,4 mL.Kg™", vs, salina: 7.2 + 0,3 mL.Kg"), a hipotenso (105 + 8
mmHg, vs. salina: 98 + 4 mmHg) e a taquicardia induzida por hipdxia (432 £+ 21 bpm, vs. salina:

426 £ 15 bpm).
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5.7. Andlise gasométrica apos o bloqueio dos receptores purinérgicos no NTS em

ratos ndo anestesiados submetidos a hipoxia.

A hipoxia produziu aumento no pH (pHa) e hematocrito (Het) (p < 0,05), enquanto que
diminuiu a pressdo parcial de gas carbdonico (PaCQO;), pressdo parcial de oxigénio (PaO,),
bicarbonato plasmatico (HCOj3") (p < 0,05) arterial em ratos ndo anestesiados. No entanto, as
injecdes bilaterais de suramin (tabela 1) ou salina no NTS ndo modificaram esses parametros.
Porém, a injecdo bilateral de MRS 2179 (tabela 2) no NTS promoveu uma diminui¢do

significativa da pressao parcial de oxigénio (PaO,) em relacao a injecdo de salina.

Tabela 1: valores de pH (pHa), pressao parcial de gas carbénico (PaCO,), pressao
parcial de oxigénio (Pa0,), bicarbonato plasmatico (HCO;) e hematocrito arterial
em ratos nao anestesiados que receberam injegdao de suramin (n= 5) ou salina (n=
5) no NTS. Resultados expressos pela média * EPM. * diferente de normoxia,
p<0,05

salina_n=5 suramin _n=5
normoéxia  hipoxia recuperagcdo normoéxia hipoxia recuperagao
pHa 74+001 76%005* 74+001 75+003 7,7+0,04* 7,4+0,03
PaCO, 393+16 19,7+1,3* 33,7+24 37615 22,7 + 3* 333+2,1
(mmHg)
Pao, 742+23 33+48* 794+19 808+16 304+t3,2* 85+34
(mmHg)
HCO; 295+09 179+0,6* 258+14 29611 16,7+2* 23,7+2,7
(mM)
Hct (%) 388+1,1 42+0,8* 37,2+06 37+24 41 +1,4* 38,4+1,5




Tabela 2: valores de pH (pHa), pressao parcial de gas carbénico (PaCO,), pressao
parcial de oxigénio (Pa0O,), bicarbonato plasmatico (HCO;) e hematocrito arterial
em ratos nao anestesiados que receberam inje¢cao de MRS 2179 (n= 6) ou salina
(n=4) no NTS. Resultados expressos pela média * EPM. * diferente de normoxia.
# diferente de salina p<0,05

salina n=4 MRS 2179 n= 6
normoxia hipéxia recuperagdo normoxia hipéxia recuperagao

pHa 74+nn1 7:+nnl:* 7l:+nn7 7A+nn‘) 7n+nm* 7A+nn1

PaCoO, 38,5+1,8 19,8+1,7* 32,2+2,4 349+13 17,8 +1,1* 33+1,04
(mmHg)

PaO, 73,2+2,8 36+5* 79,2 £2,3 74 +3 22,1+0,6*# 77,8124
(mmHg)

HCO; 289+09 17,3+04* 25+14 272+13 185+12* 253+05
(mM)

Hct (%) 39+1,4 42,5+09* 372+08 373+12 41+0,9* 36,6+0,4

5.8. Efeito da injegdo bilateral de suramin ou salina no NTS sobre a pressio
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e ventilacdo (VE) em condi¢coes de normaoxia
(21% 0).

As figuras 11 e 12 mostram o efeito da inje¢ao bilateral de suramin ou salina no NTS na
VE, PAM e FC durante normoxia (21% de O). O bloqueio dos receptores purinérgicos pela
injecdo bilateral de suramin no NTS promoveu um aumento na fR (104 = 4 com, vs. salina 89 +
4cpm) e na VE (457 = 27 mL/min.Kg, vs. salina 359 + 32 mL/min.Kg, p > 0,05) ap6s 10 min da
injecdo de suramin no NTS quando comparado com a inje¢ao de salina. A injecdo bilateral de
suramin (tempo 0) promoveu bradicardia em relacdo ao basal (tempo -15) (324 £ 26 bpm, vs.

basal: 389 + 15 bpm, p< 0,05, fig 12B) no momento da injecao.
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Figura 11: Efeito da injecdo bilateral de suramin (2 nmol/100 nL) ou salina no NTS de ratos ndo
anestesiados em condicao de normodxia (21% O,) na VE, fR e Vc. A seta indica 0 momento da
injecdo (tempo 0). Os resultados sdo expressos pela média £+ EPM, n = numero de animais. *

diferenga entre os tratamentos com salina ou suramin injetados no NTS.
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Figura 12: Efeito da injecdo bilateral suramin (2 nmol/100 nL) ou salina no NTS de ratos nao
anestesiados em condicdo de normodxia (21% O,) na pressdo arterial (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC). A seta indica 0 momento da inje¢do (tempo 0). Os resultados sdo expressos pela
média £ EPM, n = nimero de animais. # diferenca entre o basal (tempo -15 min) ¢ o tempo 0.
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5.9. Analise Histologica

A Figura 13 mostra inje¢des bilaterais tipicas no NTS. O NTS pode ser localizado
utilizando-se a area postrema (AP), o canal central (cc) e o nucleo do hipoglosso (XII) como
estruturas de referéncia. O volume de 100 nL promoveu um espalhamento do corante azul de
Evan de aproximadamente 1,0 mm de extensdo rostro-caudal, o que sugere que a maioria de

nossas injecdes foram localizadas principalmente nas porgdes intermedidrio, subpostremal e

caudal do NTS (vide Barraco et al., 1991 para defini¢cdes dos subnucleos do NTS).

Figura 13: Fotomicrografia de um corte transversal do tronco encefalico de um rato
representativo do grupo, mostrando os sitios de injecdo (setas) no NTS. AP = area postrema, CC
= canal central, XII = ntcleo do hipoglosso. Escala = 0,5 mm.
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6-DISCUSSAO

Os resultados mostram que a inje¢do bilateral de suramin no NTS reduziu
significativamente o aumento do volume corrente induzido por hipdxia, sem promover alteragdes
na taquipnéia induzida por hipdxia resultando na diminuigdo significativa do aumento da VE
induzido por hipoxia, sugerindo assim que os receptores purinérgicos do NTS estdo envolvidos
nas respostas ventilatorias induzidas por hipdxia. A hipotensdo e a taquicardia induzidas por
hipoxia ndo foram afetadas pela microinjecdo de suramin no NTS, sugerindo que os receptores
purinérgicos ndo estdo envolvidos nas respostas cardiovasculares induzidas por hipoxia. Os
resultados também mostram que o bloqueio dos receptores puirnérgicos P2Y1 do NTS, com a
injecdo bilateral de MRS 2179, promoveu uma redugdo do aumento do volume corrente induzido
por hipoxia, sem alterar a taquinéia induzida por hipoxia, resultando na diminui¢do do aumento
da VE induzido por hipoxia em ratos nao anestesiados. Assim, nossos dados sugerem que o ATP
pode atuar nos receptores purinérgicos P2, especialmente no subtipo P2Y1, facilitando o
aumento da VE induzido por hipdxia. No entanto, o bloqueio dos receptores purinérgicos P2Y1
com MRS 2179 injetado no NTS também nao alterou a hipotensdo e a taquicardia induzida por
hipoxia, sugerindo que esses receptores ndo participam nas vias neurais que medeiam as
respostas cardiovasculares induzidas por hipdxia. Além disso, a injegdo de MRS 2179 em sitios
fora do NTS ndo alterou as respostas cariorrespiratorias induzidas por hipoxia, sugerindo que o
efeito do MRS 2179 sobre a hiperventilagdo induzida por hipdxia ¢ dependente do NTS.

Nossos resultados também mostram que a inje¢do bilateral de MRS 2365, agonista de
receptores purinérgicos P2Y1, no NTS ndo promoveu alteragdes nos parametros
cardiorrespiratorios induzidos por hipdxia. Vale ressaltar, que a inje¢do de MRS 2365 no NTS

promoveu uma tendéncia a facilitagdo do aumento do volume corrente e da VE induzidos por
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hipdxia, porém essa alteragdo nao foi significativa provavelmente devido ao pequeno nimero de
animais (n=4) nesse grupo experimental. A ativa¢do dos receptores purinérgicos P2Y1 com MRS
2365 injetado no NTS também nao alterou a hipotensdo e a taquicardia induzida por hipoxia,
reforcando os resultados anteriores que esses receptores ndo participam nas vias neurais que
medeiam as respostas cardiovasculares induzidas por hipdxia. A injecdo bilateral de alfa, beta
meATP e PPADS no NTS também ndo promoveram efeitos na VE, PAM e FC em condicdes de
hipoxia, sugerindo que os receptores purinérgicos P2X no NTS talvez ndo participem das
respostas cardiorrespiratorias induzidas por hipoxia. A injecdo bilateral de suramin no NTS
promoveu um pequeno aumento da VE, devido a um aumento da fR em condi¢gdes de normoxia,
sugerindo que os receptores purinérgicos do NTS podem participar das vias neurais que regulam
a ventilagdo basal. Por outro lado, a inje¢do bilateral de suramin no NTS ndo alterou a PAM e FC
em condi¢oes de normoxia.

A hipoxia promoveu aumento no pHa e Hct e diminuigdo da PaCO,, PaO; e no HCO;5
arterial em ratos ndo anestesiados. Esses dados corroboram com trabalho de Lopes et al., 2014,
que mostra as mesmas alteragdes nos gases sanguineos apds a exposi¢ao a hipoxia em ratos nao
anestesiados, sugerindo um prejuizo nas trocas gasosas em condi¢do de hipdxia. Apesar das
alteragdes nos gases sanguineos durante hipoxia, a injecdo bilateral de suramin no NTS nido
promoveu alteragdes significativas nesses parametros. Por outro lado, a injecdo bilateral do
antagonista dos receptores purinérgicos P2Y1, MRS 2179, no NTS promoveu uma maior
reducdo da PaO, em comparagdo ao grupo salina, mostrando que a troca gasosa estava ainda
mais prejudicada nesses animais que receberam a injecdo de MRS 2179, reforcando o resultado
funcional encontrado nesse estudo de que o aumento da ventilagdo pulmonar induzido por

hipoxia estava atenuado apos a injegdo de MRS 2179.
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A hipdxia promove varias respostas compensatorias, incluindo o aumento da VE (West,
1985; Steiner e Branco, 2002). Sabe-se que o aumento da VE induzido por hipoxia resulta da
ativagdo dos quimioreceptores periféricos localizados nos corpos cartideos e aorticos e do
processamento da informacgao pelo SNC (Taylor et al., 1999). Finley e Katz, 1992 mostraram que
o NTS subpostremal e caudal ¢ densamente inervado pelas fibras aferentes vindas dos corpos
carotideos, sugerindo que o NTS subpostremal e caudal correspondem a primeira estacdo
sindptica das fibras vindas dos quimiorreceptores periféricos. Além disso, estudos mostraram a
ativagdo de neuronios do NTS intermediario, subpostremal e caudal durante a exposi¢do a
hipoxia ou durante a estimulagdo elétrica de fibras nervosas vindas dos quimiorreceptores
periféricos (Erickson and Millhorn, 1991, Berqim et al., 2000). Erickson e Millhorn, 1991
mostraram que a estimulacdo elétrica de fibras nervosas vindas dos quimiorreceptores periféricos
e a ativagdo do quimiorreflexo por hipoxia promove o aumento da expressdo da proteina Fos em
areas do tronco encefalico especialmente no NTS subpostremal e caudal. Trabalho de Berquim et
al., 2000, reforcaram esses achados onde também mostraram que a exposicdo a hipdxia
aumentou a expressdo da proteina Fos no NTS caudal e também em neurdnios da superficie
ventral do bulbo. Assim, esse conjunto de resultados mostra que os neurdnios do NTS sdo
ativados em condigdes de hipdxia, porém, o neurotransmissor liberado no NTS durante esse
estimulo ainda continua pouco esclarecido e o ATP pode ser um possivel candidato.

A primeira evidéncia que o ATP estaria envolvido com o controle das vias neurais que
regulam a VE foi demonstrada por Gourine et al., 2005 a,b. Nesses estudos, os autores usaram
biosensores de ATP para medir a concentragcao de ATP na superficie ventral do bulbo em
condi¢do de hipdxia e hipercapnia e os resultados mostraram um aumento na liberagdo de ATP

na coluna respiratoria ventral e outras areas quimiosensitivas localizadas na superficie ventral do
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bulbo como por exemplo, o niicleo retrotrapezodide/grupamento respiratorio parafacial (NRT/pF)
Os autores verificaram que esse aumento na liberagdo de ATP durante hipdxia foi acompanhado
pelo aumento das descargas do nervo frénico em ratos anestesiados, sugerindo que o ATP esta
envolvido com o controle da atividade respiratoria em condi¢des de hipoxia. Ainda nesse
contexto, Zoccal et al., 2011, demonstrou que durante a hipoxia cronica intermitente (HCI)
ocorre um aumento na sinaliza¢do purinérgica na area rostroventrolateral do bulbo (RVLM),
sugerindo que esse nucleosideo desempenha um importante papel no controle nas vias neurais
que regulam a VE. Esse estudo mostrou que a injecdo de ATP no RVLM de preparagdes in-situ
usando ratos jovens expostos a8 HCI promove uma resposta simpatoexcitatoria significativamente
maior do que em ratos controle e que a inibi¢do da atividade do nervo frénico promovida pela
injecdo de ATP no RVLM nao foi diferente entre o grupo HCI e controle. Esse estudo também
mostrou um aumento da imunoreatividade a receptores puirnérgicos P2X3 e P2X4 no RVLM de
ratos expostos & HCI, sugerindo uma relagdo entre o aumento da resposta simpatoexcitatoria e o
aumento da expressdo de receptores P2X3 e P2X4 durante a HCI. De acordo com essa hipotese,
Zhang et al., 2012, mostrou que a injecdo de ATP no RVLM promoveu um aumento na resposta
ventilatéria a hipoxia, causado por um aumento das descargas do nervo frénico e a inje¢do de
PPADS no RVLM atenuou essa resposta em ratos anestesiados. Além disso, esse estudo mostra
um aumento da expressdo de receptores purinérgicos P2X2 no RVLM de ratos expostos a
hipoxia, sugerindo que o ATP atua em receptores puirnérgicos P2 mediando a neurotransmissao
na coluna ventral respiratéria e esse nucleosideo pode contribuir para o controle das vias neurais
que regulam a resposta ventilatoria a hipdxia.

A neurotransmissdo purinérgica também desempenha um importante papel na regulagio

ventilatoria em outras areas do tronco encefalico incluindo a ponte, especialmente o locus
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coeruleus (LC) e o nucleo parabraquial lateral (NPBL). Biancardi et al., 2013 demonstraram que
a injecdo de alfa, beta-me ATP no LC aumentou a hiperventilagdo induzida por hipercapnia em
ratos ndo anestesiados e o pré-tratamento com PPADS aboliu essa resposta, sugerindo que o os
receptores purinérgicos P2X do LC desempenha um importante papel nas respostas ventilatorias
induzidas por hipercapnia. Estudo de Menezes, 2015 mostrou que a injecao de alfa, beta- meATP
no NPBL potencializou o aumento no volume corrente e da hiperventilacdo induzidos por
hipoxia e o pré-tratamento com o antagonista de receptores purinérgicos P2, PPADS, aboliu essa
resposta, sugerindo que os receptores purinérgicos P2X no NPBL possuem efeito facilitatorio
sobre 0 aumento do volume corrente induzido por hipoxia.

Em contraste com essas evidéncias, nossos resultados mostraram que a inje¢ao de alfa,
beta-meATP ou PPADS no NTS ndo alterou as respostas cardiorrespiratorias induzidas por
hipoxia, sugerindo que o potencial efeito dos receptores purinérgicos P2X no controle das vias
neurais que regulam a VE esté associado com a superficie ventral do bulbo e ponte. Além disso,
as variagdes metodologicas precisam ser consideradas entre nossos dados e outros estudos. Em
nossos estudos os experimentos foram realizados em ratos adultos e ndo anestesiados e em outros
estudos os experimentos foram realizados em ratos anestesiados ou em preparagdes in-situ
usando ratos jovens (Zoccal et al., 2011; Gourine et al., 2005 a,b; Zhang et al., 2012).

Braga et al., 2007 demonstrou que os receptores purinérgicos do NTS estdo envolvidos
nas vias neurais dos quimiorreceptores periféricos. Nesse sentido os autores demonstram que o
antagonismo combinado dos receptores purinérgicos e glutamatérgicos pela injecdo de PPADS e
de 4cido quinurénico no NTS bloqueia a resposta simpatoexcitatoria induzida pela ativagao dos
quimiorreceptores periféricos induzida pela inje¢do i.v. de KCN. Além disso, Accorsi-Mendonga

et. al., 2009, utilizando registro de neurdnios isolados do NTS mostraram que o ATP aumenta a

59



liberagdo de glutamato pelos terminais axonais das fibras do trato solitario, sugerindo assim um
papel modulador do ATP sobre a neurotransmissdo glutamatérgica no NTS. Assim, esses
resultados mostram uma importante participacdo dos receptores glutamatérgicos e purinérgicos
do NTS nas vias neurais do quimiorreflexo periférico.

Evidéncias da literatura (Accorsi-Mendonga et al., 2013 e Angelova et. al., 2015)
mostram que a principal fonte de ATP no NTS sdo as células gliais, em especial os astrdcitos.
Assim, quando essas células sdo estimuladas liberam ATP, que atuando em receptores
purinérgidos ativam os neurénios do NTS promovendo a liberagdo de glutamato que ativa as vias
neurais de controle cardiorrespiratério. Nesse sentido, Accorsi-Mendonga et al., 2013, mostrou
que apos a estimulagdo elétrica das fibras nervosas do trato solitdrio ocorre a liberacdo de
glutamato pelos terminais axonais aferentes no NTS. O glutamato ativa os receptores
glutamatérgicos NMDA estimulando os astrocitos presentes no NTS que liberam ATP
promovendo a ativacdo de receptores purinérgicos na membrana pré-sindptica aumentando,
ainda mais a concentracdo de glutamato, facilitando a ativagdo dos neurénios do NTS que se
projetam para a superficie ventral do bulbo onde estdo localizadas as areas envolvidas com as
vias neurais do quimiorreflexo periférico. Ainda nesse contexto, Angelova et. al., 2015 mostrou
que os astrécitos do tronco encefalico sdo sensiveis as variagdes da concentracdo de O, (PaO,) no
sangue e no tecido cerebral. Assim, durante a hipoxia, ocorre a queda da PaO,, que leva a
inibi¢do da respiragdo mitocrondrial nos astrécitos promovendo a despolarizagdo mitocondrial e
a producdo de radicais livres, ativando a via da fosfolipase C e do inositol trifosfato (IP3)
culminando na liberagdo de Ca*" do estoque intracelular dos astrocitos induzindo a liberagio de

ATP no NTS ativando vias neurais do controle cardiorrespiratorio durante a hipoxia.
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Nossos resultados demonstraram que a injecdo de suramin ¢ MRS 2179 no NTS reduz o
aumento da VE induzido por hipdxia, sugerindo que os receptores P2, em especial os receptores
purinérgicos P2Y1 no NTS desempenham um importante papel nas respostas ventilatorias
induzidas por hipdxia. Suportando essa idéia, Wenker et al., 2013, mostrou que a injegdo
bilateral de MRS 2179 no RVLM diminui a simpatoexcitagdo e o aumento da atividade do nervo
frénico induzidas pela ativacdo dos quimiorreceptores periféricos pela inje¢do i.v. de KCN,
sugerindo que a sinalizagdo purinérgica mediada pelos receptores purinérgicos P2Y1 expressos
em células C1 do RVLM contribuem para a regulacdo da pressdo arterial e para o controle da
VE durante a ativacdo do quimiorreflexo periférico. Além disso, Lorier et al., 2007, mostrou que
a injecao de ATP no complexo preBotC de ratos neonatos promove um aumento da frequéncia
respiratoria € que o bloqueio prévio dos receptores puirnérgicos P2Y1 atenua essa resposta,
sugerindo que a geracdo do ritmo respiratdrio pelo preBotC ¢ mediada pela ativacdo dos
receptores P2Y1 em ratos neonatos e que os os receptores P2Y 1 desempenham um importante
papel no controle motor respiratorio, particularmente nas alteragcdes do ritmo respiratorio que
ocorrem durante hipdéxia. Também nesse sentido, Lorier et al., 2008, usando registros de
neurdnios do preBotC de ratos neonatos demonstraram que esses neurdnios sdo sensiveis ao ATP
e a ativacdo de receptores purinérgicos P2Y1 dessa area promove o aumento da atividade dos
neurdnios inspiratorios do preBotC durante hipdxia, sugerindo a participagdo dos receptores
P2Y1 do preBotC nas respostas ventilatorias induzidas por hipoxia. Assim, essas evidéncias da
literatura juntamente com os nossos resultados levantam a possibilidade de que o ATP atuando
nos receptores P2X e P2Y na superficie ventral bulbo (RVLM, NRT, preBotC) e atuando nos
receptores P2Y1 na superficie dorsal do bulbo (especificamente no NTS) ¢ um importante

neurotransmissor das vias neurais do quimiorreflexo periférico.
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Nossos resultados mostraram que as injecdes do antagonista ndo seletivo de receptores
puirnérgicos P2 (suramin) e do antagonista de receptores puirnérgicos P2X (PPADS) no NTS
promoveram uma resposta bradicardica no momento da inje¢do, porém a inje¢do do antagonista
seletivo de receptores P2Y1 (MRS 2179) ndo promoveu alteragdes significativas da frequéncia
cardiaca no momento da inje¢do. Corroborando com nossos resultados Braga et. al. 2007 e de
Paula et. al., 2004 também mostraram que a inje¢do de PPADS no NTS promoveu bradicardia no
moneto da injecdo. Sugerindo assim que os receptores purinérgicos, especialmente os receptores
P2X, particpam do controle cardiovascular em condi¢des de norméxia modulando a freqéncia
cadiaca dos animais. Porém os receptores puirnérgicos parecem ndo estar envolvidos na resposta
cardiovascular induzida por hipéxia como descrito em nossos resultados.

Os presentes resultados sugerem, pela primeira vez, que os receptores purinérgicos P2Y'1
do NTS contribuem para o desenvolvimento e manuten¢do da hiperventilagdo induzida por
hipéxia em ratos ndo anestesiados. Porém, esses receptores do NTS ndo paraticipam da
hipotensdo e taquicardia durante hipdxia. Portanto, sugerimos que o efeito dos receptores
purinérgicos P2Y1 do NTS na hiperventilacdo ¢ independente das respostas cardiovasculares

induzidas por hipdxia.
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