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RESUMO

BARNA, B. F. O bloqueio purinérgico no nucleo retrotrapezoide (RTN) atenua
as respostas respiratérias promovidas pela ativacdo dos quimiorreflexos
central e periférico em ratos. 2015. 137 f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana)
- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

A respiracdo € um processo neural essencial para a homeostasia do organismo
humano, o qual regula os niveis de O, e CO, no sangue. Evidéncias sugerem que 0
ATP mediando a sinalizacdo purinérgica no bulbo ventrolateral rostral (RVLM)
contribui para o controle quimiorrreceptor central e periférico regulando a presséao
arterial e a respiragdo. Dessa maneira, neurbnios do nucleo retrotrapezoide (RTN)
agem como quimiorreceptores centrais que em parte respondem ao ATP liberado
pelo aumento de CO; por meio da ativagéo de receptores P2 ainda desconhecidos,
regulando a respiracdo, e os neurbnios catecolaminérgico C1 regulam as respostas
de presséo arterial a ativacdo dos quimiorreceptores periféricos por um mecanismo
dependente de receptor P2Y. No entanto, as potenciais contribuicbes da sinalizagéo
purinérgica, no RTN, na funcdo cardiorrespiratéria em animais ndo anestesiados
ainda ndo foram testadas. Neste estudo mostramos que a injecao unilateral de ATP
no RTN promoveu aumento da atividade cardiorrespiratéria por um mecanismo
dependente de receptores P2. Mostramos também que as injecbes bilaterais, no
RTN, do bloqueador de receptor P2 ndo especifico (PPADS), mas nao de receptores
especificos P2Y (MRS2179), reduziu a resposta ventilatoria a hipercapnia (7% CO5)
e hipéxia (8% O») em ratos ndo anestesiados. Além disso, a aplicacdo da adenosina
(ADO) no RTN atenuou o aumento da ventilagcdo induzido por hipercapnia in vivo,
bem como o disparo dos neurdnios in vitro. Estes resultados demonstram que a
sinalizacdo mediada por ATP contribui para o controle quimiorreflexo central e
periférico da respiragdo em ratos acordados e uma vez que o ATP € rapidamente
metabolizado em ADO, esta teria uma acdo no balanco da resposta
quimiorreceptora no RTN.

Palavras-chave: ATP. Vias autbnomas centrais. Respiracdo. Bulbo encefalico.



ABSTRACT

BARNA, B. F. Purinergic receptors blockade in the retrotrapezoid nucleus (RTN)
attenuates the central and peripheral chemoreflexes in rats. 2015. 137 p. Ph. D.
thesis (Human Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2015.

Excitatory drive from peripheral and central chemoreceptors ensures adaptive
changes in the respiratory and cardiovascular output in response to changes in CO»
and O,. Recent evidence suggests that ATP-mediated purinergic signaling at the
level of the rostral ventrolateral medulla (RVLM) contributes to both central and
peripheral chemoreceptor control of breathing and blood pressure. Neurons in the
retrotrapezoid nucleus (RTN) function as central chemoreceptors in part by
responding to CO;-evoked ATP release by activation of yet unknown P2 receptors,
and nearby catecholaminergic C1 neurons regulate blood pressure responses to
peripheral chemoreceptor activation by a P2Y receptor dependent mechanism.
However, potential contributions of purinergic signaling in the RTN to
cardiorespiratory function in conscious animals has not been tested. Here, we show
that unilateral injection of ATP into the RTN increased cardiorespiratory output by a
P2-recepor dependent mechanism. We also show that bilateral RTN injections of a
non-specific P2 receptor blocker (pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2',4'-disulfonate
(PPADS)) reduced the ventilatory response to hypercapnia (7% CO,) and hypoxia
(8% O,) in unanesthetized awake rats. Conversely, bilateral injections of a specific
P2Yl-receptor blocker (MRS2179) into the RTN had no measurable effect on
respiratory responses elicited by hypercapnia or hypoxia. Moreover, application of
adenosine (ADO) into the RTN attenuates the hypercapnia-induced increase in
ventilation in vivo and firing rate in RTN neurons in vitro. These results demonstrate
that ATP-mediated purinergic signaling contributes to central and peripheral
chemoreflex control of breathing in awake rats and ADO could provide a balance
between ATP stimulation and its inhibition in RTN during hipercapnia.

Keywords: ATP. Central autonomic pathways. Breathing. Medulla oblongata.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Respiracao

A primeira referéncia a respiracdo no mundo foi relatada muito tempo depois
pela Biblia. Esta relata que Deus criou a terra e 0 homem e assim soprou em suas
narinas o félego da vida, em uma referéncia a respiracdo, que por sua vez foi
associada diretamente como sindnimo de vida. Dessa maneira, o inicio da vida era
definido pela primeira respiragdo ao nascimento, e a morte quando a mesma
cessasse. Apenas no IV e V séculos a.C., HipoOcrates renovou o0 conceito de
respiracdo como funcdo de resfriamento do coracédo, ja que 0 mesmo seria 0 6rgdo
mais importante do corpo humano. Ainda assim, as teorias sobre a respiragao eram
mais filosoficas do que propriamente fatos, ou seja, ndo eram embasados por
estudos cientificos. Muito tempo depois, somente no século VIl d.C., a verdade
conceitual sobre a respiragdo comecou a emergir através de estudos que eram
interessados na quimica dos gases (GREER; FUNK, 2013).

Entre os gases que compdem o ambiente, o diéxido de carbono (CO>) foi uma
descoberta revolucionaria, 0 que determinou a participacdo de gases em reacdes
quimicas; assim como outros gases que faziam parte do ar ambiente como o
oxigénio (O) e nitrogénio (N2) (WEST, 2014). Com a descoberta dos processos de
fermentacdo, putrefacdo, combustdo e a propria respiracao foi possivel determinar
bioquimicamente as reacfes de consumo de O, e producdo de CO, (WEST, 2013).
Mais especificamente em relacdo ao processo respiratorio, foi demonstrado dois
tipos de respiracdo nos seres humanos: a) a respiracdo interna que se tratava da
respiracdo ao nivel celular, pela acdo da organela mitocéndria; e b) a respiracdo
externa a qual era designada pela entrada e saida de gases dos pulmdes. Dessa
maneira, a unido de ambos processos respiratdrios temos que a respiracao teria
como objetivo principal o transporte de O, da atmosfera pelos pulmdes até a célula e
de CO, da célula para a atmosfera, em outras palavras o fornecimento de O, para 0s
tecidos e a remocéo de CO, dos mesmos (FARMER, 2015; KORLA, 2015).

O objetivo da respiracdo em fornecer O, e retirar CO, do organismo ocorre
mediante um processo chamado de ventilacdo pulmonar que € promovido devido a
troca gasosa no mecanismo de difusdo dos gases entre os alvéolos e 0 sangue.

Assim, para que este processo ocorra de maneira adequada existe um fino e



16

complexo controle do sistema nervoso central (SNC), o qual promove a regulacao da
respiracéo (FELDMAN et al., 2013; GREER; FUNK, 2013).

A respiracdo é um movimento estereotipado que consiste em duas fases: a
inspiragdo que consiste na entrada de ar e a expiracdo que consiste na saida do
mesmo. A renovacdo constante do gas alveolar é assegurada pelos movimentos do
torax. Durante a inspiracdo, a cavidade toracica aumenta de volume e os pulmdes
se expandem para preencher o espaco deixado. Com o0 aumento da capacidade
pulmonar e queda da pressdo no interior do sistema, o ar ambiente é sugado para
dentro dos pulmdes. Todo o processo de expansao e relaxamento de caixa toracica
depende da contracdo e relaxamento de musculos estriados esqueléticos que
possuem insercdo na mesma. A atividade dessa musculatura depende da ativacéo
de uma rede neural originada nos centros respiratorios (RICHTER, 1982).

Historicamente, para caracterizacdo das areas do SNC que estariam
envolvidas no controle respiratério, foram realizados experimentos cientificos por
meio de transeccBes em varios niveis do tronco encefalico. Transeccdes realizadas
entre as regides da ponte e do bulbo preservaram a atividade do nervo frénico
(inervacdo do principal masculo inspiratério: diafragma), demonstrando que regides
caudais a transeccdo eram importantes na geracdo da respiracdo. Quando as
transeccdes foram realizadas entre o bulbo e a medula espinal, foi possivel observar
a inibicAo da atividade do nervo frénico. Dessa maneira, esses experimentos
classicos foram os primeiros a demonstrar a importancia da regido bulbar no controle
da respiracdo (LEGALLOIS, 1812; LOESCHCKE, 1982).

ApOs estes estudos mais robustos, diversos estudos foram realizados a fim
de desvendar os neurdnios envolvidos no controle da respiracdo. Evidéncias
experimentais indicam que 0s neurdnios respiratorios localizados no grupo
respiratorio ventral (GRV) apresentam um papel dominante na geracao do ritmo e do
padrdo respiratério basal (BIANCHI et al., 1995; FELDMAN; DEL NEGRO, 2006).
Este grupamento é subdividido em 4 regides funcionalmente distintas e orientadas
no sentido rostro-caudal: i) complexo Botzinger (BOtC), regidao que contém neurdnios
expiratorios e considerada fundamental para a atividade expiratdria passiva; ii)
complexo pré-Botzinger (pré-BotC), grupo de inter-neurdnios considerados como
essenciais para a geracdo da atividade inspiratéria; iii) porcdo rostral do grupo
respiratorio ventral (GRVr), o qual contém neurdnios pré-motores inspiratorios) e iv)

por¢cdo caudal do grupo respiratério ventral (GRVc), o qual contém neurbnios
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bulboespinhais expiratérios (BIANCHI et al, 1995; EZURE, 1990; EZURE et al,,
2003; SMITH et al.,, 2007; SMITH et al., 1991). Ademais, um grupo de neurbnios
localizados no nucleo retrotrapezbéide (RTN), dispostos rostralmente ao BOtC e
ventral ao nudcleo motor do facial também tem sido considerado importante no
contexto da atividade respiratoria. Essa regido possui neurdnios envolvidos: a) na
quimiorrecepgédo central (deteccdo dos niveis de CO,/H" do sangue e do liquor) que
modulariam a atividade dos neurénios do GRV (GUYENET, 2014; MARINA et al.,
2010; MULKEY et al., 2004; TAKAKURA et al., 2014; TAKAKURA et al., 2008); b) na
inspiracdo e a expiracao ativa (ABBOTT et al., 2011; HUCKSTEPP et al., 2015;
MORAES et al., 2012; PAGLIARDINI et al., 2011).

Além desses grupamentos ventrais envolvidos no controle da respiragao,
uma porgéao restrita, localizada na regido dorsal do bulbo, que compreende a regiao
do nucleo do trato solitario (NTS), possui grupamentos de neurdnios inspiratérios e
expiratérios 0s quais constituem o grupo respiratorio dorsal (GRD). Apesar do seu
papel na geracdo do ritmo respiratério basal ainda ndo estar completamente
esclarecido, estudos mostram que estes neurdnios do GRD apresentam uma
importante funcdo modulatéria sobre os neurbnios respiratérios da ponte e do GRV
(BIANCHI et al., 1995; BRACCIALLI et al., 2008; SUBRAMANIAN et al., 2007) (Fig.
1).

Outrossim, existem evidéncias bastante convincentes na literatura sobre a
participacdo de outros nucleos na modulacdo da atividade respiratéria como, por
exemplo, os nucleos serotonérgicos da Rafe, localizados na linha mediana do tronco
encefadlico (DEPUY et al, 2011; RICHERSON, 2004), o0s grupamentos
catecolaminérgicos pontinos A5 e A6 (BIANCARDI et al., 2008; TAXINI et al., 2011),
0 nucleo fastigial do cerebelo (MARTINO et al., 2006) e 0s neurbnios orexinérgicos
do hipotalamo (DENG et al., 2007; WILLIAMS et al., 2007).
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Figura 1. Figura esquematica representando as conexdes dos nucleos
respiratérios no tronco encefalico.

Esquema mostrando os diferentes grupos neuronais e suas conexdes localizadas na ponte
e no bulbo, os quais estdo envolvidos com a geracdo e modulacdo do ritmo respiratério.
Abreviacdes: ATP, adenosina trifosfato; [Ca™], concentracdo do ion célcio; KF, Kélliker-
Fuse; pFRG, nucleo parafacial; RTN, nlcleo retrotrapezoide; B6tC, complexo Bétzinger; pré-
BotC, complexo pré-Botzinger; rVRG, grupo respiratério ventral rostral; cVRG, grupo
respiratério ventral caudal; Post-I, neurénios pds-inspiratérios; Aug-E, neurdnios expiratérios
em aumento; Early-l, neurdnios inspiratorios na fase inicial; Pre-l, neurdnios preé-
inspiratorios.
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1.2 Regulacao da ventilagcdo e a quimiorrecepgéo

Em 1905, Haldane e Priesty (HALDANE; PRIESTLEY, 1905), observaram
que a regulacdo da ventilagdo pulmonar ocorria devido a variacdo dos niveis de CO-
no organismo. Eles chegaram a esta conclusdo através de observacbes em que
quando o CO, aumentava, ocorria um aumento da ventilagdo, ao passo que o
contrario também era verdadeiro (HALDANE; PRIESTLEY, 1905). Assim, o CO;
emergiu como um fator determinante da ventilagdo. Corroborando com este dado, €
possivel comparar a regulacdo da presséo parcial de CO;, (Paco2) com a pressao
parcial de O, (Papz) no sangue nas alteracdes respiratdrias e observar que
pequenas variacdes na Pacoy levam a grandes variacbes na ventilacdo, enquanto
somente em valores muito baixos, a Pap, € regulada da mesma maneira. Vale
lembrar que quando se trata de regulacdo de CO, estamos associando também a
regulacdo de protons H® (pH), uma vez que o CO; é facilmente hidratado formando o
acido carbbnico que como um acido instavel se dissocia em bicarbonato e prétons
H*. O aumento de producéo de protons H* representa a queda do pH o que também
é fator determinante no aumento da ventilacdo (GUYENET; BAYLISS, 2015;
HARRISON, 1995; SLAWUTA; GLINSKA-SUCHOCKA, 2012).

A regulacdo do CO; e pH deve ser muito precisa e requer mecanismos muito
refinados pois para suprir a demanda metabdlica do organismo € necessario
equilibrio entre a produgéo e excregdo de CO; a fim de manté-lo constante. Um dos
principais mecanismos desta regulacdo € o quimiorreflexo, o controle quimico da
respiracéo (FELDMAN et al., 2003; GUYENET et al., 2010; NATTIE; LI, 2012a).

O controle da ventilagdo ocorre basicamente da seguinte maneira. Os centros
respiratorios localizados na ponte e no bulbo recebem informagbes do cortex
cerebral, o qual controla a respiracdo de forma voluntaria. Os quimiorreceptores
periféricos e centrais controlam a respiracdo de forma automética ou involuntéria por
meio de reflexos que por sua vez informam o0s centros respiratorios. Estes Ultimos
integram a informacdo no SNC e promovem através da principal saida inspiratéria, o
nervo frénico, a regulacdo do musculo diafragma a fim de realizar uma ventilacédo
adequada (FELDMAN et al., 2003; GUYENET, 2014).

Os quimiorreceptores periféricos sdo sensiveis a quedas da Pap; e pH e
aumentos na Pacoz no sangue arterial, os quais transmitem esta informacao ao SNC

por meio das aferéncias do nervo vago e nervo glossofaringeo. Os



20

quimiorreceptores periféricos estdo localizados estrategicamente no arco aértico e
na bifurcacdo das artérias carotidas, mais precisamente no corpusculo carotideo
(BISCOE; DUCHEN, 1990; NURSE, 2014). As células quimiorreceptoras do
corpusculo carotideo também chamadas de células glomus ou do tipo | séo
embriologicamente similares a neurdnios. S8o estruturas extremamente pequenas,
mas com fluxo sanguineo elevadissimo, cerca de quarenta vezes o fluxo sanguineo
do encéfalo. Também possuem metabolismo elevado, o0 que caracteriza essas
células como especializadas, pois qualquer alteragdo quimica no sangue, S&o
capazes de percebé-las de maneira rapida, devido seu alto fluxo sanguineo, e
transformar a energia quimica em energia elétrica afim de enviar as informacdes ao
SNC (BISCOE; DUCHEN, 1990; CONDE et al., 2014; GUYENET, 2014).

As células qumiossensiveis periféricas sdo primordialmente mais sensiveis a
gueda de O visto que aumentam sua frequéncia de atividade frente a uma anoxia,
mas também respondem a quedas de pH e aumentos da Paco,. Os mecanismos
pelos quais as células glomus percebem estas alteracdes quimicas culminam no
fechamento de canais de K*, o qual promove a despolarizacdo da mesma originando
a transmissao sinaptica ao SNC por meio da primeira estacdo sinaptica, o NTS
(BISCOE; DUCHEN, 1990; JANES; SYED, 2012). Este por sua vez comunica-se
com a GRV modulando a resposta respiratéria (ALHEID et al., 2011; MOREIRA et
al., 2007; TAKAKURA et al., 2006).

Por outro lado, os quimiorreceptores centrais sdo sensiveis apenas a quedas
no pH e aumentos na Pacp;. Estes também estdo estrategicamente localizados
proximos ao liquor e em regides muito vascularizadas do SNC. Historicamente, os
primeiros estudos que foram realizados na superficie ventral do bulbo, no tronco
encefalico, observaram que quando a superficie ventral era acidificada ocorria um
aumento na ventilacdo e em situacdes de inibicdo da mesma, a ventilagdo era
reduzida sugerindo a presenca de neurdnios com caracteristicas quimiossensiveis
(LOESCHCKE, 1982; XU et al., 1992).

O mecanismo neuromolecular de deteccdo de aumento de CO; e
consequentemente queda de pH ainda é pouco conhecido e motivo de varias
controvérsias na literatura (GOURINE et al., 2010; HUCKSTEPP et al., 2010;
KUMAR et al., 2015; WANG et al.,, 2013; WENKER et al., 2010; WENKER et al.,
2012; WENKER et al.,, 2013). Atualmente parecem existir trés teorias que buscam

esclarecer 0s mecanismos neurais envolvidos na quimiorrecepcdo central
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(GUYENET, 2014; MULKEY et al., 2004; MULKEY; WENKER, 2011; NATTIE, 2011,
TAKAKURA et al., 2006).

A primeira hipotese postula que a quimiorrecepcédo central estaria distribuida
em todo sistema nervoso central (SNC) no qual muitos seriam o0s neurbnios
candidatos envolvidos. Dentre eles, podem-se incluir o0s grupamentos
monaminérgicos (adrenérgicos e serotonérgicos), neurbnios localizados na
superficie ventrolateral do bulbo, neurénios localizados no NTS, neurdnios da
medula espinal, neurbnios orexinérgicos do hipotdlamo e neurbnios do nucleo
fastigial do cerebelo (BAYLISS et al., 2001; FELDMAN et al.,, 2003; GUYENET,
2014; MULKEY et al,, 2004; NATTIE, 2011; NATTIE; LI, 2012a, b; RICHERSON,
2004). Nesse caso, a quimiorrecepcao central seria resultado de um efeito
acumulativo do pH nesses neurbnios que influenciariam o ritmo respiratorio.
Evidéncias que colaboraram para essa teoria foram obtidas com experimentos in
vitro. Do inicio dos anos 60 até o inicio dos anos 80, o principal centro
quimiossensivel no SNC estava localizado na superficie ventrolateral do bulbo
(LOESCHCKE, 1982). Embora evidéncias celulares mostrando a participacdo da
superficie ventrolateral do bulbo caminharam de maneira lenta até o inicio da
década de 80, experimentos in vitro mostraram que varios neurbnios da superficie
ventrolateral do bulbo respondiam a variagbes no pH e também mediante sua
excitacdo ou inibicdo (BAYLISS et al.,, 2001; FELDMAN et al., 2003; KAWAI et al.,
2006; RICHERSON, 2004), sendo uma importante evidéncia da distribuicdo dos
quimiorreceptores no SNC, em especial no bulbo. Entretanto, essa interpretacdo tem
sido dificil de ser comprovada experimentalmente, pois os diferentes grupos de
‘candidatos” a quimiorreceptores (neurbnios serotonérgicos, adrenérgicos,
orexinérgicos, entre outros) produzem efeitos na excitabilidade neuronal, em
especial nos neurdnios responsaveis pelo ritmo ventilatorio.

A segunda hipotese € chamada de “teoria quimiorreceptora especializada”,
(GUYENET, 2014; GUYENET, BAVYLISS, et al, 2008; GUYENET et al., 2010;
LOESCHCKE, 1982; MULKEY et al., 2004; TAKAKURA et al., 2014; TAKAKURA et
al., 2006). Essa teoria procura postular que, também em situacdes in vivo, 0S
neurdnios responsaveis pelo ritmo respiratério ndo sdo sensiveis ao pH, mas
recebem projecdes de grupamentos especializados de neurbnios excitatérios e
localizados em regibes estratégicas do tronco encefalico que seriam o0s
quimiorreceptores centrais (GUYENET, 2014; NATTIE, 2011; NATTIE; LI, 2012a;
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RICHERSON, 2004). Essa informagdo esta baseada em varias evidéncias da
literatura desde meados da década de 90 que mostraram que: a) um pequeno
grupamento de neurénios localizados na superficie ventrolateral do bulbo projeta-se
anatomicamente, fazendo conexdes sinapticas com o0s neurbnios da coluna
respiratoria ventral (regido que contém os neurbnios pré-motores que controlam os
musculos respiratorios) (DOBBINS; FELDMAN, 1994) e b) os neurbnios dessa
regido possuem atividade intrinseca, isto é, sua atividade € independente do
funcionamento dos neurbnios responsaveis pela geracdo do ritmo e padrdo
respiratorio central e de projecbes dos quimiorreceptores periféricos (GUYENET,
2014; MULKEY et al.,, 2004; NATTIE, 2011; NATTIE; LI, 2012a; TAKAKURA et al.,
2006).

Uma evidéncia importante em favor dessa segunda teoria origina-se em
processos fisiopatologicas. A Sindrome da Hipoventilacdo Congénita Central
(SHCC) é uma patologia de desenvolvimento causada pela mutacdo no fator de
transcricdo Phox2b, fenétipo presente nos neurénios do RTN (AMIEL et al., 2003;
DUBREUIL et al, 2009). Ela é caracterizada por uma completa perda da
quimiorrecepcao central, mas com a manutencdo da respiracao voluntaria e também
durante situacdes de exercicio fisico leve (AMIEL et al., 2003; RAMANANTSOA,;
GALLEGO, 2013; RUFFAULT et al., 2015; SPENGLER et al., 2001). PHOX2B é um
gene que modula a diferenciacdo e a sobrevida de restritos grupamentos neuronais
localizados na ponte e no bulbo. O fato de pacientes com SHCC apresentarem
perda da quimiossensibilidade (controle quimico da ventilacdo), mas apresentarem
uma respiracdo voluntaria relativamente normal constitui uma evidéncia de que 0s
neurbnios responsaveis pelo ritmo respiratério devem estar funcionando
normalmente. Se os neurbnios responsaveis pelo ritmo respiratorio estéo intactos e
existe uma perda da quimiossensibilidade, a quimiorrecepcao central ndo pode ser
atribuida aos neurbnios responsaveis pelo ritmo ventilatério. Da mesma maneira,
sugere-se que 0s neurbnios serotonérgicos ndo sdo capazes de detectar mudancas
no pH, pois a formacdo desses neurbnios ndo é dependente da expressao do gene
PHOX2B. O gene PHOX2B ndo estd expresso acima de niveis pontinos e
cerebelares, indicando que essas regides se desenvolvem normalmente quando o
gene Phox2b esta mutado e, portanto, também ndo devem contribuir para
quimiorrecepcao central (BRUNET; PATTYN, 2002). A SHCC apresenta grande

evidéncia de que a quimiossensibilidade central estaria limitada em regides
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especializadas na qual o gene PHOX2B estaria expresso. A expressdo do gene
PHOX2B no RTN classifica essa regido como um primeiro candidato a
quimiorreceptor central. Recentes estudos da literatura tém mostrado que a
destruicdo seletiva dos neur6nios do RTN ou no modelo experimental de mutagao
do gene PHOX2B em camundongos (Phox2b?’®2") promove respostas ventilatérias
reduzidas durante a ativacdo do quimiorreflexo central, desenvolvendo graves
episédios de apnéia central (DUBREUIL et al., 2009; RAMANANTSOA; GALLEGO,
2013; RUFFAULT etal., 2015).

Ademais, existem inUmeras evidéncias a favor da teoria dos
quimiorreceptores especializados e como principal sitio quimiorreceptor, o nucleo
retrotrapezoide (RTN), pois esta regido do encéfalo apresenta as seguintes
caracteristicas: a) o RTN possui projecdes para a coluna respiratoria (CONNELLY et
al,, 1990; MULKEY et al., 2004); b) tem atividade intrinseca e populacdo neural
glutamatérgica (MULKEY et al., 2004; STORNETTA et al., 2006; TAKAKURA et al.,
2006); c) responde a mudancas no pH in vitro e mudancas no CO; in vivo
(GUYENET et al., 2008; KUMAR et al., 2015; MULKEY et al., 2004; TAKAKURA et
al., 2014; TAKAKURA et al., 2006; WANG et al., 2013); d) expressa o fator de
transcricdo Phox2b, que quando sofre mutacéo, leva a Sindrome da Hipoventilacdo
Congénita Central (SHCC) (AMIEL et al., 2003); e) regido de elevada expressao de
células gliais, em especial os astrécitos (GOURINE et al., 2010; HUCKSTEPP et al.,
2010; SOBRINHO et al., 2014); f) possui alta imunorreatividade para a proteina Fos
apos a exposicao ao CO;, (BARNA et al., 2014) e g) ativacao seletiva dos neurdnios
Phox2b promove um aumento da atividade respiratéria (ABBOTT et al., 2011;
ABBOTT et al., 2009). Todas estas caracteristicas candidatam o RTN como
quimiorreceptor central, ndo somente pelas caracteristicas de deteccdo dos niveis
de CO, e H', mas também como uma regido integradora de diversos nlcleos
encefalicos na tentativa de manter a homeostasia autbnoma e respiratoria.

Além das caracteristicas de quimiorreceptores centrais, o RTN também
integra as respostas quimiorreceptores periféricas no SNC (TAKAKURA et al., 2006).
Em situacBes de hipdxia, as quais primordialmente ativam 0s quimiorreceptores
periféricos e que por sua vez se comunicam com o NTS, este se projeta para 0 RTN
e por consequente com a coluna respiratoria ventral a fim de aumentar a ventilacao
(TAKAKURA et al., 2006).
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Por fim, a terceira teoria preconiza a participacdo de células da glia
(astrécitos) no processo de quimiorrecepgdo central (GOURINE et al., 2010;
HUCKSTEPP et al., 2010; MULKEY; WENKER, 2011; WENKER et al, 2010;
WENKER et al,, 2012). Resumidamente, essa teoria preconiza que 0s astrocitos
seriam 0s primeiros grupamentos celulares a detectar alteracbes de aumento de
CO; e queda de pH, promovendo a liberacdo de neurotransmissores a fim de ativar
os neurbnios do RTN e dessa maneira aumentar a ventilacdo. No entanto, apesar
desta teoria ser a mais recente, muitos experimentos vém sendo realizados a fim de
se estabelecer a real participacdo dos astrocitos no processo da quimiorrecepcao
central. Com estes estudos, estdo emergindo propostas quanto aos mecanismos
moleculares que poderiam ser os responsaveis pela quimiorrecepcdo (GOURINE et
al., 2010; WENKER et al,, 2010).

A neuroglia estd posicionada de forma ideal entre os compartimentos
neuronal e vascular para monitorar o ambiente local, incluindo os niveis de Pacoy,
pH e Pap;, bem como controlar o fluxo sanguineo local para garantir que as
exigéncias metabdlicas sejam cumpridas. Em regides especificas do tronco
encefalico surgem diversos estudos que especulam a especializacdo da neuroglia
na quimiossensibilidade, via gliotransmisséo, influenciando a atividade de redes
respiratorias centrais e contribuindo para o controle homeostatico dos gases
sanguineos (FUNK, 2013; GOURINE; KASPAROV, 2011; GOURINE et al., 2010;
GUYENET, 2014; MULKEY; WENKER, 2011).

Do ponto de vista de que um papel primario das células da glia € controlar a
composicdo do fluido extracellular no SNC, uma série de processos astrociticos sdo
susceptiveis de influenciar a quimiorrecepcado central. Esses incluem a manutencao
da homeostase de K* e a possivel liberacdo de lactato aos neurdnios (incluindo os
neurbnios do RTN (ERLICHMAN et al., 2008)), o que acidificaria o espaco
extracelular. Além disso, a despolarizacdo de astrocitos especializados, induzida por
hipercapnia, pode ativar o transporte eletrogénico de bicarbonato de sédio, levando
a acidificacdo extracelular e a amplificacdo do estimulo hipercapnico, como ja
descrito no NTS (ERLICHMAN; LEITER, 2010). De uma perspectiva de
processamento de informagdo e gliotransmisséo, a contribuicdo de neuroglia para
quimiorrecepcdo central, foi, primariamente, examinada no RTN, mas muitas
questdes ainda permanecem em aberto. Assim, a quimiossensibilidade do RTN

parece resultar de acdes combinadas de mecanismos neurais e gliais (FUNK, 2013;
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GOURINE et al, 2010; GUYENET, 2014, GUYENET et al, 2010; MULKEY,;
WENKER, 2011; WENKER et al., 2010; WENKER et al., 2012).

1.3 Sinalizagdo purinérgica no nucleo retrotrapezoide

Atualmente, estudos da literatura vém mostrando maior importancia da glia na
quimiorrecepcdo e assim influenciando os neurénios do RTN na regulacdo da
respiracdo (GOURINE et al., 2010; TESCHEMACHER et al., 2015; WENKER et al.,
2012).

Evidéncias também indicam que a sinalizacdo purinérgica contribui para a
resposta ventilatéria ao CO, (GOURINE, 2005; GOURINE et al., 2003; GOURINE;
SPYER, 2003; THOMAS et al., 1999; THOMAS; SPYER, 2000; WENKER et al,,
2012). Na regido do RTN, o estimulo hipercapnico é capaz de provocar a liberacéo
de adenosina trifosfato (ATP) na superficie ventral do bulbo, demonstrando uma
participacdo da molécula ATP, antes vista apenas como energética, no processo da
qgumiorrecepcdo central (GOURINE et al, 2010; GOURINE et al, 2005;
HUCKSTEPP et al., 2010). Ha evidéncias emergentes de que os astrocitos sao a
fonte do componente purinérgico para 0s neurbnios quimiossensiveis do RTN
(GOURINE et al, 2010; HUCKSTEPP et al., 2010; WENKER et al., 2010). No
entanto, a contribuicio do ATP para a quimiorrecep¢cdo em animais nao
anestesiados ainda é questionavel e os mecanismos desta modulacdo purinérgica
no RTN ndo sdo claros (MULKEY; WENKER, 2011). Por exemplo, um estudo
recente relatou que a sensibilidade dos neurbnios do RTN ao H" poderia ser
totalmente bloqueada com um antagonista do receptor de P2 (GOURINE et al.,
2010), sugerindo que a quimiorrecep¢do dos neurdnios do RTN é totalmente
dependente da sinalizacdo purinérgica. O mesmo estudo também sugeriu que a
sinalizacdo purinérgica nos neurénios do RTN é dependente do Ca?* extracelular. A
acidificacdo foi capaz de desencadear ondas de Ca®* que se propagaram entre 0s
astrocitos da superficie ventral do bulbo levando ao aumento da atividade
respiratoria (GOURINE et al., 2010). Por outro lado, experimentos do nosso
laboratorio ttm mostrado mediante a realizacdo de experimentos in vitro e in vivo
(animais anestesiados), que os neurdnios do RTN sdo altamente sensiveis ao pH e
que a sinalizacdo purinérgica contribui para apenas uma parte das respostas

ventilatérias promovidas pelas alteragées dos niveis de COy/H" (MOREIRA et al.,
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2015; SOBRINHO et al., 2014; WENKER et al., 2010; WENKER et al., 2012). Além
disso, 0 mecanismo no qual a liberacdo de ATP promovida pelo aumento do COz no
RTN parece ser mediada pela passagem direta de juncdes de hemicanais de uma
maneira independente de Ca®*" (HUCKSTEPP et al, 2010). Ademais, resultados
obtidas em uma preparacao in situ mostrou que a sinalizacdo purinérgica parece nao
contribuir para a resposta ao CO, dos neurbnios do grupo respiratério parafacial
(pPFRG)/RTN de ratos recém-nascidos (ONIMARU; DUTSCHMANN, 2012).

Em estimulos hipoxicos (queda da Pagy), sabe-se da participacdo dos
neurbnios quimiossensiveis do RTN atravées da integracdo do quimiorreflexo
periférico (TAKAKURA et al., 2006). Esta integracdo ocorre mediante projecdes dos
quimiorreceptores periféricos que enviam projecdes aferentes, via nervos vago e
glossofaringeo, até o NTS, o qual se comunica com 0s neurbnios quimiossensiveis
do RTN, que por sua vez se comunicam com a coluna respiratoria afim de gerar
atividade respiratéria (TAKAKURA et al, 2006). Estudos do nosso grupo de
pesquisa mostraram, em animais anestesiados, a participacdo da sinalizacdo
purinérgica nesta integracdo bulbar, com a utilizacdo de bloqueadores de receptores
P2Yla (MRS2179) no bulbo ventrolateral rostral, regido na qual se insere o RTN, o
qual reduziu a resposta respiratéria frente a hipoxia (WENKER et al., 2013). Ainda,
outros estudos mostram a participacdo purinérgica na coluna respiratéria dorsal e
ventral durante a hipéxia (ALVARES et al., 2014; BRACCIALLI et al., 2008; FUNK,
2013; FUNK et al., 2015); no entanto pouco se sabe especificamente da participagéo
do componente purinérgico no RTN no quimiorreflexo periférico.

Mais recentemente, Angelova e colaboradores mostraram a participacdo dos
astrocitos como sensores de O, no SNC (ANGELOVA et al., 2015). Este estudo
demonstrou como a capacidade de armazenamento de O, do SNC é limitada e a
funcdo neuronal € prejudicada se o fornecimento de O» for interrompido, mesmo por
um curto periodo de tempo. Dessa maneira, surgiu a teoria de que seriam
necessarios sensores especializados para deteccdo de O, no SNC. O sensor de
hipdxia localizado em células gliais residiria na mitocéndria onde o oxigénio deve ser
consumido. Assim, em situacfes de quedas fisioloégicas na Papz, a respiracéo
mitocondrial astrocitica € inibida levando a sua despolariza¢do produzindo radicais
livres, ativacdo da fosfolipase C e receptores IP; com liberacdo de Ca*? dos
estoques intracelulares. O aumento na [Ca*?] gerada pela hip6xia nos astrécitos

sinalizariam para a fusdo dos compartimentos vesiculares que contém ATP. Este
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mecanismo resultante de condicdes de baixo O, produziria um aumento na atividade
respiratdria mesmo na auséncia dos quimiorreceptores periféricos (ANGELOVA et
al., 2015).

Assim, a sinalizagdo purinérgica emergiu como um sistema de grande
relevancia para a atividade funcional integrativa entre neurdnios, glia e células
vasculares no SNC, facilitando um sistema de sinalizacdo intracelular que permite
uma funcionalidade ideal entre neurénio-glia (BURNSTOCK et al., 2011).

Outra purina derivada da quebra do ATP, a adenosina (ADO) é considerada
um modulador predominante de liberacdo de transmissores no SNC. A ADO age em
receptores pré-sinapticos do tipo P1 (A1, Axa, Azg € A3) 0s quais estdo acoplados a
proteina G. Os receptores A, sdo estimulatorios em quanto que 0s receptores A; e
A3 sinalizam inibindo a adenilato ciclase e assim regulando a sintese de fosfolipase
C e IP3, além de agir em diversos tipos de canais de K* (VERKHRATSKY et al,
2009). Além de serem expressos em neurdnios, os receptores P1 foram também
identificados nos astrocitos e como funcdo regulatoria, a adenosina via receptores
A;, foi identificada por suprimir o influxo de Ca*? promovido por ativacdo de
receptores P2X e P2Y (ALLOISIO etal., 2004; NOBILE et al., 2003).

Ainda, em situacdes de hipoxia, a ativacado de receptores de adenosina em
células gliais parece mediar muitos efeitos protetores sobre os neurbnios
circundantes (VERKHRATSKY et al, 2009). Durante a hipdxia transitéria, 0s
astrocitos podem contribuir para a regulacdo da transmissdo sindptica excitatoria
atraves da liberacdo de adenosina agindo sobre os receptores Al, 0 que promoveria
uma reducao na liberagdo do transmissor pré-sinaptico (BJORKLUND et al., 2008).

Dessa maneira, parece ser de extrema importancia a participacdo da
sinalizagdo purinérgica, em especial na superficie ventral do encéfalo, no controle
das variaveis respiratorias. Assim, 0 nosso estudo procurou adicionar uma peca a
mais no complexo sistema de controle das variaveis respiratérias exercida pela

ativacdo dos quimiorreceptores centrais e periféricos.
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2 JUSTIFICATIVA

A justificativa que esclarece a pesquisa aqui realizada se baseia
principalmente na necessidade de estudos os quais utilizam modelos que possam
representar a configuragdo do organismo em situacOes fisioldégicas. No presente
estudo, a utilizacdo do modelo experimental de animais in vivo, intactos, de livre
movimentacdo e ndo anestesiados configuram principalmente uma organizacdo do
sistema nervoso central fisioldgico, 0 que nos permitiu investigar nossos objetivos

com maior veracidade.
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3 HIPOTESE

Dessa maneira, a hipdtese do presente trabalho € que mediante estimulos
hipercapnicos e hipéxicos, seja via astrécitos ou quimiorreceptores periféricos,
ocorre a liberacdo de ATP que atuaria de forma excitatéria nos receptores
purinérgicos do sub-tipo P2 nos neurdnios quimiossensiveis do RTN afim de
promover aumento da atividade respiratoria. Uma vez ocorrendo a liberacdo de ATP,
0 mesmo seria rapidamente metabolizado, na presenca das ectonucleotidases, em
ADP, AMP e ADO. A ADO teria um papel inibitério, atuando em receptores Al e A3,

0 que promoveria um balanco na sinalizagdo purinérgica na quimiorrecepcao.
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4 OBJETIVOS

Considerando-se que o RTN constitui um importante grupamento encefalico
integrador de respostas autbnomas e respiratérias e que 0s receptores purinérgicos
nessa regido desempenham um papel importante no controle da quimiorrecepcao
em animais anestesiados (ERLICHMAN et al., 2010; GOURINE, 2005; MOREIRA et
al.,, 2015; WENKER et al.,, 2012), o presente trabalho teve como principal objetivo
investigar a patrticipacdo dos receptores purinérgicos, localizados na regido do RTN,
nas respostas cardiorrespiratérias promovidas pela ativacdo dos quimiorreceptores
centrais e/ou periféricos em animais ndo anestesiados.

Diante disso, 0s objetivos especificos foram:

1. Auvaliar a participacdo do ATP em receptores purinérgicos P2 e P2Y, no RTN,
nas respostas cardiorrespiratérias basais e promovidas pela ativacdo dos
guimiorreceptores centrais (hipercapnia (7% CO,, 21% O, balanceado com
N2) ou periféricos (hipéxia (8% O, balanceado com N;) em ratos nao
anestesiados;

2. Avaliar se a conexao existente entre o NTS e RTN, bem estabelecida perante
ativacdo dos quimiorreceptores periféricos, envolve a participagdo da
sinalizacdo purinérgica;

3. Avaliar a participagdo da ADO, produto da metabolizagcdo do ATP, no RTN,
nas respostas respiratorias promovidas pela ativacdo dos quimiorreceptores

centrais in vivo em animais ndo anestesiados e in vitro.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Preparagao in vivo

Foram utilizados ratos normotensos Wistar, adultos, com peso variando entre
300 e 380 gramas, procedentes do Biotério de Criagdo do Departamento de
Fisiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de Sao Paulo
para a realizacdo dos experimentos in vivo. Os animais foram acondicionados no
biotério com ciclo claro/escuro de 12 h, temperatura de 25 °C e acesso livre a racao
(Nuviab) e agua ad libitum. O ciclo claro-escuro do biotério foi mantido de 12 horas.
Os protocolos experimentais estdo de acordo com os Principios Eticos de
Experimentagdo Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do ICB-USP em 08/05/2012, registrado sob n° 70, na fl.
129, do liro 02. Em todos os procedimentos cirdrgicos foram utilizados métodos

assépticos para evitar os riscos de infec¢des.

5.1.1 Implante de cénulas guias no RTN

Os animais foram anestesiados intraperitonealmente (i.p) com cetamina (80
mg/kg) e xilazina (7 mg/kg) e adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo Kopf
900, David Kopf Instruments, Tajunga, CA, USA). O lambda e o bregma foram
utiizados como referéncia para nivelar as cabecas dos animais. Utilizando-se o
lambda, foram determinados os pontos de introducdo da canula de aco inoxidavel
nas cabecas dos animais. Nesse ponto foi feita uma trepanacéo do osso do cranio
com uma broca esférica. Para a regido do nucleo retrotrapezoéide (RTN), a canula foi
posicionada 2,3 mm caudal ao lambda, 1,8 em relacéo a linha média e 5,7 mm da
superficie do osso. Para a regido do bulbo ventrolateral rostral (RVLM), a canula foi
posicionada 2,6 mm caudal ao lambda, 1,8 mm em relacdo a linha média e 5,7 mm
da superficie do osso. As canulas foram fixadas nas cabecas dos ratos com resina
acrilica presa a dois parafusos fixados na calota craniana.

Todos os animais receberam injecées prévias da toxina saporina conjugada
com anti-dopamina beta hidroxilase (anti-DBH-SAP) na regido as quais as canulas

foram implantadas.
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Apobs a cirurgia encefélica, os ratos receberam uma injecdo intramuscular (0,2
ml/rato) de Pentabibtico Veterinario - Pequeno Porte (Fort Dodge Saude Animal

Ltda.) e do analgésico/anti-inflamatério Ketoflex (cetoprofeno 1%, 0,03 ml/rato).

5.1.2 Injecdes encefalicas

As injecbes de drogas foram realizadas bilateralmente na regido do bulbo
ventrolateral (RTN ou RVLM) e foram realizadas utilizando-se uma seringa Hamilton
(5 ul), conectada com um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora que foi
introduzida no encéfalo pela canula guia previamente fixada no encéfalo. A canula
injetora (0,3 mm diametro) é 3,0 a 3,5 mm mais longa do que a canula guia. O

volume de injecéo foi de 100 nl.

5.1.3 Medida de ventilacdo pulmonar

As medidas de ventilacdo (Ve) foram obtidas por pletismografia de corpo
inteiro (MENKES; DUBOIS, 1969). Este método estd baseado no principio de que
um animal, dentro de uma camara vedada, tem seu volume de ar corrente inspirado
aquecido, da temperatura da camara a temperatura corporal e saturado com vapor
de agua. Durante a expiracdo, seu volume de ar corrente € resfriado até a
temperatura da cémara, havendo perda de vapor de &gua. Essas situacdes de
aguecimento e umidificacdo do ar inspirado, bem como de resfriamento e
desidratacdo do ar expirado sdo acompanhadas de pequenas mudancas de
pressdo, que podem ser detectadas por um transdutor diferencial de pressao
(MLT1L Respiratory Flow Head, ADInstruments). A cémara de pletismografia
consiste em uma caixa de acrilico de 5 litros, onde o animal é colocado e pode
mover-se livremente. Ademais, a camara tem um termOmetro e uma seringa para
calibracéo.

Durante a realizacdo de cada medida de Ve, o fluxo de ar é interrompido e a
camara do animal permanece totalmente vedada por curtos periodos de tempo
(aproximadamente 2 minutos). A caixa é conectada a um transdutor diferencial de
pressdo acoplado a um pré-amplificador (FE141 Spirometer, ADInstruments) e ao
sistema de registro computadorizado Powerlab (modelo Powerlab 8SP

ADInstruments) de 8 canais.
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A calibracdo de volume é obtida durante cada experimento, injetando-se um
volume de ar conhecido (1 ml) dentro da camara do animal. Duas variaveis
respiratorias sdo medidas; a frequéncia respiratoria (fR) e o volume corrente (VT),
sendo a Ultima variavel determinada pelas seguintes variaveis: volume de ar
corrente; volume de ar injetado na camara do animal para calibracéo, deflexdo de
pressao associada com cada volume de ar corrente, deflexdo de pressao associada
ao volume injetado para calibracdo, temperatura corporal (em Kelvin), temperatura
do ar dentro da cdmara do animal, pressdo barométrica, pressdo de vapor de agua a
temperatura corporal, pressao de vapor de agua na camara do animal e temperatura

ambiente conforme a seguinte formula:

VT =PTXxVKXTC x (PB - PC)
PK TR (PB-PC) — TC x (PB-PR)
Tb

Definicdo dos simbolos da equacéo:

VT: Volume de ar corrente.

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

PT: Deflexdo de pressdo associada com cada volume de ar corrente.
PK: Deflexdo de pressao associada ao volume injetado para calibracao.
Th: Temperatura corporal (em Kelvin)

TC: Temperatura do ar dentro da camara do animal.

PB: Pressdo barométrica.

PR: Presséo de vapor de agua a temperatura corporal.

PC: Pressdo de vapor de agua na camara do animal.

TR: Temperatura ambiente

A Ve é medida pelo produto entre fR e VT. A Ve e o VT foram apresentados

nas condicdes de pressdo barométrica ambiente, temperatura corporal e saturacao

de vapor de agua.

5.1.4 Medida de pressao arterial e frequéncia cardiaca

Para o registro das variaveis cardiovasculares, os animais foram submetidos
a canulacao da artéria femoral com tubo de polietileno (PE-10 conectado a um PE-
50) para registro da pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e

frequéncia cardiaca (FC). A canula da artéria femoral foi conectada a um transdutor
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de pressdo (MLT0699, ADInstruments) acoplado a um pré-amplificador (FE221
Bridge Amp, ADInstruments) e ao sistema de registro computadorizado Powerlab
(modelo Powerlab 8SP ADInstruments) de 8 canais. Foram registradas

simultaneamente a PAP, PAM e FC.

5.1.5 Ativacao do quimiorreflexo

Os ratos ndao anestesiados foram colocados na caixa de pletismografia por
pelo menos 40 min para a aclimatacdo em normocapnia/norméxia (21% O», 79% N>
e <0,5% CO,), e registros basais cardiorrespiratorios foram realizados.

A hipoxia foi induzida mediante a reducdo da concentracdo de O, no ar
inspirado (21%) para o nivel de 8% (92% N) durante 10 min.

A hipercapnia foi induzida pela titulacdo de CO, na mistura respiratoria ao
nivel de 7% (21% O, e 69% N,) por 10 min.

5.1.6 Histologia para confirmacao dos sitios de injecao

Ao término dos experimentos, os ratos foram profundamente anestesiados
com pentobarbital de sédio (60 mg/kg), receberam injecdes bilaterais de corante
(azul de Evans, 100 nl) através da canula guia inserida no encéfalo e foram
submetidos a uma perfusdo através de injecdo no ventriculo cardiaco esquerdo de
solugcédo salina tamponada (50 ml) seguida de solucdo de formalina a 10% (50 ml). A
seguir, os encéfalos foram retirados e fixados em formalina 10% durante 3-4 dias.
Cortes transversais (40 uym de espessura) foram realizados nos pontos de injegao
com o auxilio de um micrétomo de congelamento (Leica SM 2010 R). Os cortes
histoloégicos, montados em lamina foram corados com tionina e analisados no
microscépio de campo claro para se localizar os pontos das inje¢ces no RTN ou
RVLM de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON, 1998).

5.1.7 Imunoistoquimica
Ao término dos experimentos, outro grupo de animais foi profundamente

anestesiados com pentobarbital de sddio (60 mg/kg) e perfundidos através do

ventriculo cardiaco esquerdo com PBS (pH 7,4) seguido de paraformaldeido (4% em
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0,1 M de PBS, pH 7,4). Os encéfalos foram retirados e guardados nesse fixador por
24 horas a 4 °C. Os encéfalos foram cortados em microtdmo em uma espessura de
40 um e guardados em solucéo crioprotetora (20% de glicerol, 30% de etileno glicol
em 50 mM de fostato, pH 7,4) que preserva as qualidades do tecido encefalico para
posterior tratamento imunoistoquimico (SCHREIHOFER; GUYENET, 1997).

A imunorreatividade para BDA foi revelada utilizando estreptavidina Alexa 488
(1:2000, Jackson Immunoresearch, USA). Transportador vesicular de nucleotideos
(VNUT) foi detectado utilizando-se um anticorpo primario coelho anti-VNUT (1:200,
MBL, Japan) seguido de Cy3 burro anti-coelho IgG (1:200; Invitrogen Carlsbad, CA,
USA). Ambas reacdes foram realizadas pelo método de fluorescéncia.

Para avaliar a extensdo da leséo pela inje¢cao da toxina anti-DBH-saporina, 0s
cortes encefalicos foram processados para visualizagdo do marcador tirosina
hidroxilase (TH). A deteccdo da TH foi realizada utilizando-se o anticorpo primario
camundongo anti-TH (1:1000; Millipore), seguido de cabra anti-camundongo
biotinilado (1:500; Jackson, West Grove, PA, USA). Para observar os neurdonios
Phox2b intactos do RTN foi utilizado o anticorpo primario coelho anti-Phox2b
(1:800), seguido de burro anti-coelho biotinilado (1:500; Jackson, West Grove, PA,
USA). Ambas reacdes foram realizadas pelo método de peroxidase (BARNA et al,,
2012).

Finalmente, os cortes encefalicos foram montados em laminas em sequéncia
rostro-caudal. As laminas foram desidratadas com alcool e xilol, quando processo de
peroxidase, e posteriormente cobertas com Krystalon (EMD Chemicals Inc, NJ).

Depois de finalizados os tratamentos imunoistoquimicos, 0s cortes
encefalicos foram analisados num microscopio de fluorescéncia ou campo claro
(Zeiss, Axioskop 2, Germany), conforme tratamento, para conferir a localizacdo dos
grupamentos neuronais marcados.

As quantificacGes foram realizadas 1 em 6 séries de secc¢des do encéfalo de
40 pum por rato. A fluorescéncia foi quantificada por meio de fotos utilizando um
microscopio confocal. As imagens foram sobrepostas e editadas pelo programa
ImageJ  (programa de  dominio  publico  disponibilizado pelo  NIH;
http//rsb.info.nih.gov/ij/), que permitiu as contagens de neurbnios unicamente e
duplamente marcados na regido do RTN (Bregma: -11,9 a -11,0). As imagens foram
exportadas para o programa Canvas 9 (ACD Systems of America, Miami, FL, USA)

para serem feitos desenhos esquematicos da érea.



36

Toda a nomenclatura anatbmica foi baseada no Atlas de Paxinos e Watson
(PAXINOS; WATSON, 1998) e em trabalhos anteriores (BARNA et al., 2014, 2012;
STORNETTA et al., 2006; TAKAKURA et al., 2014; TAKAKURA et al., 2008).

5.2 Preparagdao in vitro

5.2.1 Preparacao das fatias de tronco encefalico

Todos os procedimentos foram realizados em acordo com as normas do
Instituto Nacional da Saude dos Estados Unidos (NIH) e com o Guia de Cuidados
Animais da Universidade de Connecticut, EUA. Foram utilizados ratos neonatos (7-
12 dias) os quais os encéfalos foram cortados em fatias contendo o RTN como
previamente descrito (MULKEY et al.,, 2004; WENKER et al., 2012). Sob anestesia
(cetamina e xilasina), os animais foram decapitados e foram cortadas fatias do
tronco encefalico (300 um) utilizando um microfatiador (DSK 1500E; Dosaka, Kyoto,
Japan) em solugcdo nutridora gelada contendo (em mM): 260 sacarose, 3 KCI, 5
MgCl,, 1 CaCly, 1,25 NaH,PO4, 26 NaHCO3, 10 glicose e 1 acido quinurénico. As
fatas do tronco encefalico foram incubadas por ~30 min a 37 °C e
subsequentemente em temperatura ambiente em solugéo nutridora normal (em mM):
130 NaCl, 3 KClI, 2 MgCl,, 2 CaCly, 1,25 NaH,PO4, 26 NaHCO3 e 10 glicose. Ambas
solugbes nutridoras foram borbulhadas com 95% O, e 5% CO, (pH extracellular
(pHo) 7,35).

5.2.2 Eletrofisiologia — método de Patch-clamp

Fatias individuais contendo RTN foram transferidas para uma cuba de registro
fixada a um microscopio (Zeiss Axioskop FS, Germany) e perfundidas
continuamente (~2 ml/min) com solucdo nutridora normal (mesma solucdo descrita
acima) borbulhada com 95% O, e 5% CO; (pHo 7,35). O pH do banho foi reduzido a
7,1 borbulhando 10% CO, para promover o estimulo hipercapnico, enquanto que
para promover o estimulo hipéxico foi borbulhado 10% O, no banho. Todos os
registros foram feitos com o amplificador de patch-clamp Axopatch 200B, digitalizado
com o conversor Digitada 13222 A/D e registrado utilizando o programa pCLAMP

10.0 (Molecular Devices).
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Os registros foram obtidos em temperatura ambiente (~22 °C) por meio de
eletrodos estirados a partir de capilares de vidro (Warner Instruments) em dois
estagios de estiramento (P89; Sutter Instruments) para a resisténcia de 4-6 MQ
preenchidos com uma solucdo interna contendo (em mM): 120 KCH3SOs, 4 NaCl, 1
MgCl,, 0,5 CaCl,, 10 Hepes, 10 EGTA, 3 Mg-ATP e 0,3 GTP-Tris (pH 7,2). A ponta
dos eletrodos era coberta com Sylgard 184 (Dow Corning).

Todos os registros da frequéncia de disparo dos neurdnios foram realizados
por meio da técnica de loose-patch a fim de garantir minima alteracdo no meio
intracelular. Os histogramas representativos da frequéncia de disparo neuronal
forma geradas através da integracdo dos potenciais de acdo em caixas de 10 s e

plotados utilizando o programa Spike 5.0.

5.3 Drogas

PPADS (pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2°,4 -disulfonic acid): antagonista
de receptores purinérgicos P2 (Sigma-Aldrich, USA): 5 mM (in vivo), 100 pM (in vitro)

MRS2179 (2'-Deoxy-N6-methyladenosine 3',5'-bisphosphate tetrasodium salt):
antagonista de receptores purinérgicos P2Y1 (Tocris Bioscience, USA): 100 uM (in
Vivo)

MRS2365 ([1R,2R,3S,4R,5S)-4-[6-Amino-2-(methylthio)-9H-purin-9-yl]-2,3-
dihydroxybicyclo[3.1.0]hex-1-yllmethyl] diphosphoric acid mono ester trisodium salt):
agonista de receptores purinérgicos P2Y (Tocris Bioscience, USA): 100 uM (in vivo)

ATP (Adenosine S'-triphosphate (ATP) disodium salt hydrate): agonista de
receptores purinérgicos P2 (Sigma-Aldrich,USA): 10 mM (in vivo)

Adenosina: agonista de receptores purinergicos P1 (Sigma-Aldrich, USA): 10
mM (in vivo), 1mM (in vitro)

Neurotoxina Saporina (anti-dopamina [-hidroxilase: anti-DBH-SAP): toxina
saporina seletiva para neurdonios catecolaminérgicos (Advanced Targeting Systems,
San Diego, CA): 2,4 ng (in vivo).

BDA (Biotinylated Dextran Amine (10Kd) Fluorescein): tracador anterogrado
(Vector Lab Inc, USA): 10% (in vivo).

As doses Utilizadas foram baseadas em trabalhos anteriores que mostraram
os efeitos das drogas em areas encefélicas (CONEY; MARSHALL, 1998; MADDEN
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et al., 1999; TAKAKURA et al., 2014; TAKAKURA et al., 2006; WENKER et al., 2012;
WENKER et al., 2013; ZWICKER et al., 2011).

5.4  Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Sigma Stat 4.0
(Jandel Corporation, Point Richmond, CA). Os dados foram tabelados e
representados em graficos como média + erro padrdo da meédia. O teste T foi
utilizado na comparagdo dos grupos dos antagonistas (PPADS ou MRS2179) e
salina durante ativacdo dos quimiorreflexos. O teste de analise de variancia de uma
via Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de multiplas compara¢cdes Newman-Keuls foi
utiizado para as seguintes comparacfes: a) basal, injecbes de salina + ATP e
injecbes de antagonistas (PPADS ou MRS2179) + ATP e b) basal, injecGes de
MRS2365 e injecdes de MRS2179 + MRS2365. Analise de variancia de uma via
seguido de pos-teste de mltiplas comparac6es Newman-Keuls foi utilizado para os

experimentos in vitro. O indice de significancia foi fixado em p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Lesdo seletiva dos neurbnios catecolaminérgicos do grupamento C1 do
bulbo ventrolateral rostral

Para estudar a contribuicdo da sinalizacdo purinérgica perante o estimulo
hipercapnico e hipéxico somente nos neurdnios RTN, todos os experimentos foram
realizados com injecbes prévias da toxina anti-DBH-SAP na regido em que as
canulas guias foram implantadas. Este protocolo experimental foi realizado a fim de
eliminar os neurdnios catecolaminérgicos C1 da regido do bulboventrolateral rostral
onde as injecdbes no RTN seriam realizadas. Essa imunotoxina (anti-DBH-SAP)
consiste em um anticorpo conjugado com a dopamina B-hidroxilase, enzima que
converte a dopamina em noradrenalina. A enzima DBH esta associada a membrana
interna das vesiculas, e, portanto, € exposta extracelularmente durante o processo
de exocitose na liberacdo do neurotransmissor. Esta exposicdo permite que a
por¢cao do anticorpo da imunotoxina se ligue a DBH. Apds a captacao vesicular por
endocitose, a anti-DBH-SAP ¢é transportada para dentro do neurbnio. Uma vez
dentro do neurdnio, a saporina inativa a subunidade 60s dos ribossomos, desta
forma bloqueando a sintese celular, e causando morte celular (STIRPE; BARBIERI,
1986). Os neurdnios ndo estdo mais funcionais apos 3-4 dias e fisicamente
eliminados em aproximadamente 7-10 dias apés a inje¢cdo da toxina (PERRY et al.,
2001). E importante salientar que a injecdo apenas da saporina (IgG-SAP) no
sistema nervoso central ndo promove nenhuma destruicdo neuronal (BLESSING et
al., 1998; MADDEN et al., 1999). Com a lesdo do grupamento C1, proximo ao RTN,
foi possivel afirmar que as respostas cardiorrespiratérias produzidas por injecdes
realizadas no RTN ndo seriam influenciadas por estes neurdnios que possuem papel
importante no sistema cardiorrespiratério (ABBOTT et al., 2009; BURKE et al., 2015;
WENKER et al., 2013).

Para avaliar o efeito da injecdo da anti-DBH-SAP nos grupamentos C1 e RTN,
guantificamos o nimero de neurdnios imunorreativos para tirosina hidroxilase (TH) e
Phox2b. Como esperado, o nimero de neurénios C1 (THY), na regido do RTN, foi
significantemente reduzido no bulbo ventrolateral rostral nos animais com injecdo da
anti-DBH-SAP (7 £ 2 vs. controle: 25 * 6; t5) = 217,000, p = 0,017) (Figs. 2A-B, G-

H); entretanto ndo houve diferenca no nimero de neurbnios quimiossensiveis do
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RTN (ex: Phox2b*/TH) nos animais controle ou com injecdo da anti-DRH-SAP (233 +
25, vs. controle: 195 + 28; t70) = -0,995, p = 0,353) (Figs. 2A-B e ).

Interessante perceber que os animais que receberam injecbes de anti-DBH-
SAP mostraram apenas uma pequena redugdo nos neurdnios catecolaminérgicos
em niveis mais caudais do bulbo ventrolateral (Fig. 2G) ou em outras regides
catecolaminérgicas do tronco encefalico (ex: A2 ou A5) (Figs. 2C-F), indicando que a
lesdo dos neurbnios C1, neste modelo, foi especifica para o bulbo ventrolateral, ao
nivel do RTN. Ademais, estes resultados corroboram com a efetividade em eliminar
0s neurénios C1 mas deixando intacto os neurbnios quimiossensiveis do RTN, o que
torna este modelo valido para testar os efeitos da sinalizagdo purinérgica nos

neurénios quimiossensiveis do RTN na auséncia da contribuicdo dos neurénios C1.
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Figura 2. Injecdo bilateral da toxina anti-DBH-SAP destrdi seletivamente os
neurdnios catecolaminérgicos (C1) do bulbo ventrolateral rostral (RVLM).

A-B) fotomicrografias de secc¢des coronais ao nivel do bulbo ventrolateral rostral (bregma -
11,6 mm) do grupo de animais controle (A) e anti-DBH-SAP (B). Setas pretas representam
0S neurdnios positivos para imunorreatividade para Phox2b e as setas brancas representam
0s neurdnios positivos para imunorreatividade para tirosina hidroxilase (TH"). Os neuronios
do RTN séo identificados imunoistoquimicamente por expressar Phox2b e ndo expressar
TH. C-F) fotomicrografias de sec¢des coronais das regioes A2 (C-D) e A5 (E-F) mostrando a
imunorreatividade para TH e Phox2b. G-H) Contagem média do nimero de neurdnios
TH'/Phox2b™ por sec¢des em 10 ratos. As contagens foram realizadas a partir de 1 em 6
séries de secgbes de 40 um de espessura. I) Nimero de neurénios Phox2b*/TH". Escala em
F representa 100 pum na figura A-B; 400 pm em C-D e 200 um em E-F. Abreviagdes: cc,
canal central; Gr, nucleo gracil; Xll, nacleo hipoglosso; LSO, oliva lateral superior. *diferente
do grupo controle (p < 0,05), n = 5/grupo de ratos.
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6.2 Efeitos cardiorrespiratérios produzidos pela injecdo de ATP no RTN de
animais néo anestesiados

Para determinar como a sinalizacdo purinérgica no RTN modula a atividade
cardiorrespiratéria em animais nao anestesiados, realizamos inje¢des unilaterais de
ATP (10 mM, 100 nl) durante o registro das variaveis cardiorrespiratérias. O centro
de cada injecao foi localizado ~250 um abaixo do niucleo motor do facial e 200-300
um rostral a porcdo caudal do RTN (Fig. 3A), regido que contém maior densidade
dos neurbnios sensiveis ao CO, (TAKAKURA et al., 2014; TAKAKURA et al., 2011;
TAKAKURA; MOREIRA, 2011; TAKAKURA et al., 2006). Em condi¢cdes basais, a
injecdo de ATP no RTN em animais ndo anestesiados com lesdo dos neuronios C1
(n = 11) promoveu um aumento na resposta respiratéria. Mais especificamente, o

volume corrente (V1) aumentou de 8,1 +0,7 para 16,4 +1,5 mlkg (p = 0,001), a

frequéncia respiratéria (fr) aumentou de 92 + 4 para 145 +5 respirag6es/min (p
0,001) e o volume minuto (Vg) aumentou de 784 + 87 para 2.386 + 239 ml/kg/min (p
= 0,001) (Figs. 3B-E). Diante das mesmas situacoes, a injecdo de ATP no RTN em
animais ndo anestesiados com lesdo de neurbnios C1 também promoveu um
aumento na PAM (144 + 6, vs. repouso: 110 + 3 mmHg, p = 0,001), sem alterar a FC
(411 £ 42, vs. repouso: 368 £ 6 bpm, p = 0,351) (resultado ndo mostrado). Além
disso, injecbes de PPADS (5 mM, 100 nl) ou do antagonista especifico P2Y1, o
MRS2179 (100 pM, 100 nl) na mesma regido nao alteraram as variaveis
cardiorrespiratérias no repouso (resultado ndo mostrado). Entretanto, o antagonismo
de receptores P2 aboliu as respostas cardiorrespiratorias a injecdo de ATP, ou seja,
PPADS aboliu 0 aumento respiratorio induzido pela injecdo de ATP no V(8,3 = 0.7,
vs. salina + ATP: 16,4 + 1,5 ml/kg; p = 0,001), na fgr (100 = 9, vs. salina + ATP: 145
+ 5 respiragcdes/min; p = 0,001) e no Vg (839 + 115, vs. salina + ATP: 2.386 + 239
ml/kg/min; p = 0,001) (Figs. 3B-E). Injecdes de MRS2179 no RTN também foram
eficazes em bloguear o aumento respiratério induzido pela injecdo de ATP no V+ (6,8
+1;p=0,001), nafr (112 £ 12; p =0,001) e no Ve (788 £ 235; p = 0,001) (Figs. 3B-
E). Considerando que a injecdo do agonista seletivo para receptores P2Y1 em
animais anestesiados promoveu aumento na respiracdo (WENKER et al., 2012),
realizamos experimentos adicionais para confirmar a efetividade do antagonista em
bloquear os receptores P2Y1 em condi¢des de animais ndo anestesiados. Dessa

forma testamos o efeito do MRS2179 nas respostas respiratorias frente a injecéo do
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agonista especffico de receptores P2Y1 (MRS2365) no RTN. A figura 3 mostra que o
aumento na resposta cardiorrespiratéria promovida pela inje¢édo unilateral no RTN do
MRS2365 (100 uM, 100 nl) foi bloqueada pela injecdo do antagonista P2Y1,
MRS2179. Ou seja, o bloqueio unilateral dos receptores P2Y1 aboliu o aumento
promovido pelo agonista MRS2365 no V1 (4,8 £ 0,2, vs. salina + MRS2365: 9,4 +
1,4;p =0,016), na fr (91 £ 9, vs. salina + MRS2365: 148 £+ 2; p = 0,001) e no Vg (432
* 28, vs. salina + MRS2365: 1.392 £ 194 ml/kg/min; p =0,014) (Fig. 4).
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Figura 3. O bloqueio dos receptores purinérgicos aboliu os efeitos
cardiorrespiratorios promovidos pela injecdo de ATP no RTN em animais néo

anestesiados

A) Fotomicrografia de sec¢&o coronal mostrando o sitio de injec&o unilateral no RTN (seta).
B) Registro mostrando o efeito do PPADS (5 mM - 100 nl) ou MRS2179 (100 uM - 100 nl) no
RTN nas mudancas na pressao arterial (PA) e fluxo inspiratério e expiratério induzidos pela
injecéo de ATP (10 mM - 100 nl) no RTN. Alterag6es no (C) volume corrente (Vy, ml/kg), (D)
frequéncia respiratéria (fr, respiragdes/min) e (E) volume minuto (Ve, ml/kg/min) promovidas
pela injecdo de ATP na regido do RTN em animais com injec&o prévia de salina, PPADS ou
MRS2179 também no RTN. Escala em A = 200 pum. Abreviacfes: py, trato piramidal; 7,
nucleo motor do facial; *diferente do grupo repouso; * diferente do grupo salina + ATP (p <

0,05); n = 6-12/grupo de ratos.
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Figura 4. Injecdes do agonista especifico de receptores P2Yla no RTN
aumentam as variaveis cardiorrespiratérias e sdo abolidas com antagonista
especifico em ratos ndo anestesiados.

A-E) Alteracbes no A) volume corrente (Vy, ml/kg), (B) frequéncia respiratoria (f,
respiragdes/min), (C) volume minute (Vg, ml/kg/min), (D) Presséo arterial média (PAM,
mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) promovidas pela injecdo de MRS2365 na regido do
RTN perante injecdo prévia de MRS2179 também no RTN. *diferente do grupo repouso; *
diferente do grupo salina + MRS2365 (p < 0,05); n = 4 ratos.
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6.3 Receptores P2 participam naresposta respiratéria a hipercapnia no RTN
em animais ndo anestesiados

Para a determinacdo da contribuicdo purinérgica no RTN nas respostas
cardiorrespiratérias durante o estimulo hipercapnico em animais nao anestesiados,
foi testado o efeito de 7% CO, na atividade cardiorrespiratéria sob condicdes basais
e apobs injecao bilateral de antagonistas P2 no RTN. Como previamente descrito na
literatura, em condicbes basais, a exposicdo a hipercapnia (7% CO3, 21% Oy,
balanceado com Ny) aumentou o V1 (13,1 *+ 4,5, vs. repouso 7,4 + 1,8 ml/kg; te2) =
94.000, p = 0,001), a fr (128 £ 14, vs. repouso 84 * 11 respira¢des/min; to) = -8.435
p =0,001) e a Ve (1.695 * 654, vs. repouso 627 + 168 ml/kg/min; t22 = 78.000, p =
0,001) (Figs. 5A-C) (DAMASCENO et al, 2014; TAKAKURA et al, 2014;
TAKAKURA et al., 2013). Também consistente com estudos prévios em preparacdes
de ratos anestesiados (WENKER et al, 2012; WENKER et al., 2013), a inje¢éo
bilateral de PPADS (5 mM), antagonista de receptores P2, atenuou 0 aumento nas
respostas respiratérias induzidas pelo CO, no Vr (8,7 £0,6 vs. salina: 13,1 + 1,3
ml/kg; tie) = 2,295, p = 0,036) e na Ve (1.027 £ 89, vs. salina: 1.695 + 189 ml/kg/min;
tas) = 36,000, p = 0,049) em animais ndo anestesiados (Figs. 5A-C). Entretanto,
contrario a evidéncias em estudos que utilizaram animais anestesiados (WENKER et
al., 2012), a injecao bilateral de PPADS ndo foi capaz de alterar a reposta
taquipneica frente a hipercapnia em animais ndo anestesiados (fr: 118 + 4, vs.
salina: 128 * 4 respiragdes/min; ti16) = 1,553, p = 0,140). Alem disso, o antagonismo
bilateral dos receptors P2 no RTN ndo alterou a PAM (102 £ 5, vs. salina 112 + 4
mmHg; t1s = 1,679, p = 0,114) e FC (390 + 9 vs. salina 409 + 12 bpm; t(15) = 1,071, p
= 0,301) (Figs. 5D-E) frente ao estimulo hipercapnico como observado em animais
anestesiados. Vale ressaltar que o modelo dos animais ndo anestesiados, utilizados
neste estudo, possuem lesdo dos neurdnios C1, importante grupamento no controle
cardiovascular.

InjecBes bilaterais no RTN do antagonista especifico para receptores P2Y1
(MRS2179 - 100 pM) nao foi eficaz em produzir alteragdo na resposta
cardiorrespiratéria ao CO, em ratos ndo anestesiados (Figs. 5A-E). Diante destes
resultados, os receptores P2, na regido do RTN, contribui para o controle respiratério

em resposta ao aumento dos niveis de CO, em animais anestesiados (SOBRINHO
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et al, 2014; WENKER et al, 2012) e também em animais ndo anestesiados

(presentes resultados).
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Figura 5. PPADS, mas ndo MRS2179, no RTN atenua o aumento respiratorio
promovido pela hipercapnia em animais ndo anestesiados

A-E) Alteracbes no (A) volume corrente (Vy, ml/kg), (B) frequéncia respiratoria (f,
respiracdes/min), (C) volume minuto (Ve, ml/kg/min), (D) presséo arterial média (PAM,
mmHg) e (E) frequéncia cardiaca (FC, bpm) promovidas pela exposi¢do a hipercapnia (7%
CO,) em animais que receberam a injecéo bilateral de salina, PPADS ou MRS2179 no RTN.
F) Fotomicrografia de uma seccédo coronal da regido do RTN mostrando os sitios de injecéo
bilateral e a plotagem realizada por computador representando o centro das inje¢cées por
meio da presenca do corante (Bregma -11.6 mm (Paxinos e Watson, 1998)). Abreviacodes:
py, trato piramidal; Sp5, trato espinal do trigémio; 7, nacleo motor do facial. A setas em F
indicam os sitios de injecéo bilateral. Os pontos pretos representam as injecdes no RTN e
0s pontos brancos as inje¢cdes que nao atingiram o RTN. Escala em F = 1 mm. *diferente do
grupo salina; (p < 0,05); n = 5-10/grupo de ratos.
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6.4 Receptores P2 participam naresposta respiratéria a hip6xia no RTN em
animais néo anestesiados

A préxima série de experimentos foi elaborada para avaliar os efeitos
cardiorrespiratérios das injecdes bilaterais de PPADS e MRS2179 no RTN em
condicbes basais e durante o estimulo de hipoxia. Dessa maneira, seria possivel
avaliar a participagdo da sinalizagdo purinérgica nas respostas do controle
cardiorrespiratério a hipoxia. Em condicbes basais, a exposicdo a hipoxia (7% O,
balanceado com N;), como esperado, aumentou o Vr (7,7 £ 2, vs. repouso 5,8 £ 2
ml/kg; teo) = -2.250, p = 0,036), a fr (125 £ 17, vs. repouso 97 * 25 respiragcdes/min;
to0) = -3.375, p = 0,003) e a Ve (968 + 344, vs. repouso 555 * 239 ml/kg/min; t2g) = -
3.416, p = 0,002) (Figs. 6A-C). Foi observado ap6s injecdo bilateral de PPADS no
RTN uma reducdo do aumento nas respostas respiratorias induzidas pela queda de
O representada no V1 (6 £ 0,5, vs. salina: 10,2 + 1 ml/kg; t13) = 4,670, p = 0,001) e
na Ve (651 £ 151, vs. salina: 1.147 + 330 ml/kg/min; t13 = 15,000, p = 0,003) (Figs.
6A e C). Entretanto, assim como no estimulo hipercapnico, a injecdo bilateral de
PPADS nao foi capaz de alterar a resposta taquipneica promovida pela hipdxia em
animais ndo anestesiados (fr: 137 £9, vs. salina: 125 £ 5 respiragbes/min; t(3) =-
0,938, p = 0,37) (Fig. 6B).

InjecBes bilaterais de MRS2179 no RTN ndo foram capazes de alterar o
aumento respiratorio induzido pela hipoxia (Figs. 6A-C). Outrossim, apés a
exposicdo aguda a hipoxia também ndo foi possivel observar alteracbes nas
respostas cardiovasculares em animais ndo anestesiados apos injecdo bilateral de
MRS2179 no RTN (Figs. 6D-E), diferentemente aos estudos com preparacfes em
animais anestesiados (GOURINE et al., 2005b; WENKER et al., 2012). Novamente,
assim como na resposta a hipercapnia, contrario aos dados 0s quais 0s neurbnios
C1 estéo intactos (WENKER et al., 2012), as respostas de PAM e FC a hipdxia ndo
foram afetadas pelas injecbes de PPADS e MRS2179 no RTN (Figs. 6D-E). Estes
resultados sugerem que a sinalizacdo purinérgica nos neurénios quimiossensiveis

do RTN contribui para o controle respiratério frente a estimulos hipéxicos.
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Figura 6. PPADS, mas ndo MRS2179, no RTN atenua o aumento respiratério
promovido pela hipéxia em animais ndo anestesiados

A-E) Alteracbes no (A) volume corrente (Vy, ml/kg), (B) frequéncia respiratoria (f,
respiracdes/min), (C) volume minuto (Ve, ml/kg/min), (D) presséo arterial média (PAM,
mmHg) e (E) frequéncia cardiaca (FC, bpm) promovidas pela exposi¢ao & hipdéxia (8% O,)
em animais que receberam a injecéo bilateral de salina, PPADS ou MRS2179 no RTN.
*diferente do grupo salina; (p < 0,05); n = 5-10/grupo de ratos.
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6.5 Envolvimento da sinalizacdo purinérgica: possivel integracdo entre os
guimiorrecepotres centrais e periféricos na regido do RTN

Os mecanismos pelos quais 0 CO,/H" ativam o RTN vém sendo elucidados
por diversos trabalhos da literatura como por exemplo pela ativacdo direta dos
neurbnios quimiossensiveis do RTN, bem como também mediante um mecanismo
dependente de ativacao de astrécitos os quais liberam ATP (GOURINE et al., 2010;
WENKER et al., 2012). Entretanto, qual seria 0 mecanismo em que a queda de O
promove a liberacdo de ATP a fim de atuar nos receptores P2 no RTN ainda precisa
ser estabelecido.

Dessa maneira, para desvendar este mecanismo fomos avaliar de maneira
anatbmica se existiia uma participacdo purinérgica na via classica de integracédo
entre 0s quimiorreceptores periféricos e centrais ja bem descrito pela literatura
(TAKAKURA et al., 2006). A figura 7A ilustra a injecdo do tracador anterégrado BDA
na regido caudal do NTS, regido onde classicamente sabe-se da existéncia de
neurbnios de segunda ordem que recebem as aferéncias dos quimiorreceptores
periféricos (Bregma -14.3 mm). A imunorreatividade para BDA foi analisada na
regido do RTN. Como esperado, observamos varicosidades do tragador na regiao
gque se caracteriza por possuir neurdnios quimiossensiveis do RTN (Fig. 7C). Mais
precisamente, observamos a presenca de varicosidades na superficie marginal do
bulbo ventrolateral (WESTON et al.,, 2004). Nesses experimentos, avaliamos que as
varicosidades contendo o tracador anterogrado BDA se colocalizava com o
transportador vesicular de ATP e outros nucleotideos (VNUT) (Fig. 7D). Por meio da
sobreposicdo de ambas imunorreatividades analisadas por microscopia confocal
podemos observar que mais de 80% das varicosidades presentes na regido do RTN
também eram imunorreativas para VNUT (Fig. 7E), o que nos permite afirmar a
existéncia da projecdo de NTS para RTN nas quais provavelmente participa a

sinalizag&do purinérgica.
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Figura 7. Evidéncia neuroanatdmica da liberacdo de purinas naregido do RTN.

A) Fotomicrografia mostrando o sitio de inje¢cdo do tracador anterégrado BDA na regiéo do
nucleo do trato solitario caudal (NTS caudal). B) Figura esquematica da regido do RTN onde
foram analisadas as projecdes. C-E) Fotomicrografias revelando imunofluorescéncia para C)
BDA (verde), D) VNUT (vermelho) e E) sobreposi¢do. Escala em E = 20 um. Abreviagdes:
Spb, trato trigeminal; 7, nacleo motor do facial; VSM, superficie ventral do bulbo. n = 4 ratos.
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6.6 Envolvimento da sinalizacao purinérgica nos neurdnios
guimiossensiveis do RTN frente a estimulos hipdxicos

O proximo protocolo experimental foi avaliar, na preparacdo in vitro, a
participacdo da sinalizacdo purinérgica nos neurbnios quimiossensiveis do RTN
frente quedas de O,. A partir desta preparacao, em fatias coronais do encéfalo, cujo
o RTN esta inserido é possivel eliminar a participagdo dos quimiorreceptores
periféricos visto que é uma preparacdo restrita de conexGes neuronais.
Primeiramente, para que pudéssemos avaliar a participacdo das purinas no RTN era
preciso verificar se 0 mesmo era capaz de responder ao estimulo de hipéxia mesmo
sem a presenca de conexdes importantes para o controle respiratério. Perante esta
hipotese, utilizamos a preparacdo em fatias de encéfalo para registrar a frequéncia
de disparo dos potenciais de acao dos neurdnios do RTN em resposta a 10% O.
Apoés a estabilizacdo da preparacdo, para confirmar que estavamos registrando a
populacdo de neurbnios quimiossensiveis do RTN (MULKEY et al., 2006; WENKER
et al.,, 2010; WENKER et al., 2012) (Fig. 8A), foi averiguado a quimiossensibilidade
ao CO, antes da exposicado dos neurdnios do RTN a uma situacdo de 10% O.. Foi
possivel observar que algumas células quimiossensiveis do RTN (n = 4 de 9
neurbnios registrados) respondiam ao estimulo de hipdxia in vitro (Fig. 8A),
enquanto que alguns neurdnios (n = 5 de 9 neurbnios registrados) eram ineficientes
em responder a hipoxia (Fig. 8B). Os neurbnios que respondiam a hipoxia o faziam
de maneira reproduzivel, além de se assemelhar ao aumento da frequéncia de
disparo frente ao estimulo hipercapnico (1,57 + 0,55, vs hipercapnia (10% CO): 1,98
+ 0,22 Hz) (Fig. 8A, 8C e 8D). Surpreendentemente, quando aplicado na perfuséo o
antagonista de receptores P2, PPADS, foi observado um bloqueio da resposta a
hipoxia nos neurénios quimiossensiveis do RTN (Fig. 8C-D). Estes resultados nos
permitem especular a participacdo dos neurénios do RTN na quimiossensibilidade a
hip6xia, como mecanismo semelhante ao da hipercapnia. Os astrocitos poderiam ser
as células cuja sensibilidade a quedas de O, poderiam liberar ATP que por sua vez
estimularia os neurénios do RTN para produzir aumento da atividade respiratdria
(ANGELOVA et al., 2015).
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Figura 8. Participacdo da sinalizacdo purinérgica nas respostas de ativacao
dos neurbnios quimiossensiveis do RTN em resposta a estimulos hipdxicos

A) Tracado representativo de frequéncia de disparo dos neurdnios quimiossensiveis do RTN
mostrando aumento na sua atividade de = 2 Hz apds aumento de 5% para 10% CO,. Apés
retorno a 5% de CO,, reducdes de 21% para 10% de O, foram capazes de promover
aumento na frequéncia de disparo. B) Tracado representativo de uma célula do RTN
guimiossensivel a qual ndo responde a hipéxia. C) Gréfico representativo de dados
agrupados dos neurbénios do RTN que responderam a hipéxia (barra branca) comparado a
sensibilidade ao CO, (barra preta). D) Tracado representativo de um neurdnio do RTN
guimiossensivel que também responde a hipéxia e apds aplicagdo do antagonista de

receptores P2, PPADS (100 pM) esta resposta € abolida. *representa injecdo de corrente. n
= 4-5/grupo de células.



55

6.7 Respostas cardiorrespiratdorias a hipercapnia apds bloqueio de
receptores P2 fora daregido do RTN

Realizamos um protocolo experimental em que 0s animais receberam
injecdes bilaterais de antagonista P2, PPADS, na regido do bulbo ventrolateral
rostral, mais precisamente na regido que contém o0s neurbnios pré-motores
simpéticos ou os neurdnios expiratérios do Complexo Boétzinger (RVL/B6tC) (n = 5)
(Fig. 9F) ou na regido da rafe palido/regido parapiramidal (n = 4). A injecdo bilateral
de PPADS na regidao RVLM/BotC ndo alterou as variaveis cardiorrespiratorias apos a
hipercapnia (Fig. 9A-E). Vale ressaltar que este modelo experimental possui lesédo
dos neurdnios C1, o que nos faz pensar com este resultado que os neurénios nao-
C1, remanescentes nestes animais, ndo sdo alvo da sinalizagdo purinérgica no
controle cardiorrespiratorio em situacées de aumento de CO».

As inje¢bes de PPADS na regido da rafe palido/regido parapiramidal também
ndo foi eficaz em promover alteracdes nas respostas cardiovasculares basais e

durante a hipercapnia (dados ndo mostrados).
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Figura 9. Injecdo bilateral de PPADS na regido RVLM/BOtC né&o altera as
variaveis cardiorrespiratérias produzidas pela hipercapnia em animais néo
anestesiados com lesdo de neurdnios C1.

A-E) Alteracbes no (A) volume corrente (Vy, ml/kg), (B) frequéncia respiratoria (f,
respiragdes/min), (C) volume minuto (Vg, ml/kg/min), (D) presséo arterial média (PAM,
mmHg) e (E) frequéncia cardiaca (FC, bpm) promovidas pela exposicao a hipercapnia (7%
CO,) em animais que receberam injecdes bilaterais de salina ou PPADS no RVLM/B6tC. F)
Fotomicrografia de uma secc¢ao coronal da regido do RVLM/B6tC mostrando os sitios de
injecéo bilateral e a plotagem representando o centro das injegdes por meio da presenca do
corante (Bregma -12.3 mm (Paxinos e Watson, 1998)). Os pontos pretos representam as
injecbes no RVLM/BOGtC e os pontos brancos representam as injecdes que atingiram a
regido da rafe palido/regido parapiramidal. Escala em F = 1 mm. n = 5/grupo de ratos.
Abreviagdes: Amb, nudcleo ambiguos; py, trato piramidal; 10, oliva superior; Sp5, trato
espinal do trigémeo.
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6.8 Efeitos respiratérios produzidos pela injecdo do agonista purinérgico
adenosina no RTN durante a hipercapnia: combinacdo de experimentos
in vivo e in vitro

E bem estabelecido na literatura que o ATP é rapidamente metabolizado em
diversos sub-produtos, sendo um deles a adenosina (ADO). Para avaliar a
participacdo desta purina na regido do RTN perante o estimulo hipercapnico,
utiizamos dois modelos experimentais: preparacdes in vitro e experimentos
realizados em animais ndo anestesiados.

Na preparacdo in vitro, utilizando-se de fatias coronais do encéfalo cujo o
RTN esté inserido, foi inicialmente testado a exposicao a 10% de CO, com o objetivo
de registrarmos apenas 0s neurbnios que possuiam as caracteristicas
quimiossensiveis ja descritas na literatura (GUYENET, et al., 2005; MULKEY et al.,
2006; MULKEY et al.,, 2004). Como esperado, 0os neurdnios do RTN que foram
registrados aumentaram a atividade em 1,15 + 0,03 Hz ap6s 10% CO, (Fig. 10A). No
entanto, durante a exposicdo ao CO,, a aplicagdo de ADO (1 uM) bloqueou
completamente a atividade neuronal mediada pelo CO; (Fig. 10A).

De maneira similar aos efeitos observados na preparacao in vitro, na proxima
série de experimentos, em animais ndo anestesiados podemos observar no tracado
representativo, que a injegao bilateral no RTN (Fig. 10F) de ADO (10 mM),
comparada a injecao de salina, foi capaz de atenuar 0 aumento respiratério induzido
pelo CO, (Fig. 10B). Mais precisamente, observamos uma reducédo na Vg (1168
+ 34, vs. salina + CO,: 1437 £ 16 ml/kg/min; Fz) = 79.508, p = 0,004), sem alterar o
V1 (9,6 +0,4 vs. salina + CO,: 10,7 + 0,5 ml/kg; p = 0,175) e fr (123 + 8 vs. salina +
COy: 134 + 5 respiracdes/min; p = 0,142) (Figs. 10C-E).
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Figura 10. A aplicacdo de adenosina no RTN atenua a resposta de aumento da
atividade neuronal in vitro e da ventilagdo in vivo frente a hipercapnia

o

A) Tracado representativo de frequéncia de disparo dos neurdnios quimiossensiveis do RTN
mostrando aumento na sua atividade de = 2 Hz apds aumento de 5% para 10% CO, in vitro.
Apos retorno a 5% de CO,, a aplicagdo do agonista de receptores P1, ADO (1 uM) foi capaz
de inibir a resposta prévia de aumento da frequéncia de disparo a hipercapnia. B) Registro
mostrando o efeito da ADO (10 mM - 100 nl) ou salina (0,9% - 100 nl) no RTN nas
mudancas de fluxo inspiratério e expiratério em situacfes de normocapnia e hipercapnia.
Alteracbes no (C) wvolume corrente (Vy, ml/kg), (D) frequéncia respiratoria (f,
respiragdes/min) e (E) volume minuto (Vg, ml/kg/min) promovidas pela injecdo de ADO na
regido do RTN em animais ndo anestesiados. F) Fotomicrografia representativa do sitio de
injecdo de ADO in vivo. Seta preta indica o local da inje¢&o localizada no RTN. Abreviagdes:
Spb, trato trigeminal; 7, ndcleo motor do facial; py, piramide.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou que o bloqueio dos receptores P2 na regido do
RTN é capaz de reduzir o aumento respiratério frente a acdo do ATP exdégeno e aos
estimulos hipercapnico e hipdxico. O nosso estudo também evidenciou que O0s
receptores P2Y1, no RTN, ndo sao essenciais para as respostas respiratoria a
ativacdo do quimiorreflexo. Além da sinalizacdo dependente do ATP, o presente
estudo revelou uma possivel contribuicdo de outra purina, a adenosina, nas
respostas respiratorias frente ao estimulo hipercapnico, modulando o sistema
respiratério a fim de gerar um equilbrio entre a resposta excitatéria do ATP e
inibitoria da adenosina no RTN.

Dessa maneira, os resultados do presente estudo mostram pela primeira vez
a contribuicdo da sinalizacdo purinérgica nho RTN no controle quimico da respiracéo

em animais ndo anestesiados.

7.1 Consideragbes técnicas

Uma limitagcdo importante do nosso estudo é o fato das injecbes de ATP no
RTN produzirem intensas respostas cardiorrespiratorias em ratos adultos nao
anestesiados. Esta resposta de grande magnitude, de maneira especulativa, pode
ser atribuida a acdo do ATP exdgeno atingir grande numero de células quando
comparado a sinalizacdo enddgena. Ainda no mesmo sentido, outra consideracao é
no que diz respeito as injecdes no RTN dos bloqueadores dos receptores P2. Da
mesma maneira, estas injecdes também podem ter afetado centros respiratorios nas
proximidades ao RTN, visto que a técnica de microinjecdo ndo possui grande
seletividade.

As inje¢cBes dos farmacos purinérgicos estavam localizadas aproximadamente
500-800 pum rostrais a coluna respiratéria ventral, regido que contém uma rede de
neurbnios respiratérios (Complexo de pré-Botzinger e os neurdnios pré-motores da
coluna respiratéria ventral) que sdo responsaveis pela geracdo e formacdo do ritmo
respiratério, bem como a transmissdo para 0s motoneurdnios espinais (NMs)
(DUFFIN; VAN ALPHEN, 1995; FELDMAN et al., 2013; JANCZEWSKI et al., 2013).
Os neurdnios respiratérios localizados na formacdo bulbar ventrolateral, em ratos,

normalmente tém dendritos que se espalham ndo mais do que 200 um de seus
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corpos celulares na direcdo rostrocaudal, mas excec¢des (espalhamento de até 500
pum) ndo sao incomuns (SCHREIHOFER; GUYENET, 1997). Além disso,
arborizacdes dendriticas de alguns NMs e pré-NMs inspiratorios podem se distribuir
para arredores além de seu nucleo, resultando em conexdes sinapticas e
integracdes fora da regido central destes neurénios (KOIZUMI et al., 2008). Por isso,
é possivel que os neurbnios, localizados a partir de 500 a 800 um caudal em relacéo
ao centro das injecdes, podem ter sido afetados em diferentes propor¢des.

Outra questdo importante que deve ser levado em consideracdo € a alta
concentracdo do antagonista de receptores P2, PPADS, utlizado no presente
estudo. Concentracdes mais elevadas de PPADS podem certamente antagonizar a
transmissdo glutamatérgica (BURNSTOCK, 2007). No entanto, a dose de PPADS
utilizada no presente estudo (5 mM) foi escolhida com base na literatura e a partir de
estudos anteriores de nosso grupo (DE PAULA et al., 2004; MORAES et al., 2011;
SOBRINHO et al., 2014; WENKER et al., 2012; WENKER et al., 2013). A dose de
PPADS utilizada foi capaz de bloquear a EC50 de ATP no bulbo ventrolateral
(MORAES et al., 2011). Além disso, também mostramos que a combinagdo de
PPADS com o antagonista de receptores glutamatérgicos ionotrépicos, acido
quinurénico, produziu um bloqueio adicional dos efeitos respiratorios induzidos pela
hipoxia (WENKER et al., 2013), o que sugere que a dose de PPADS utilizado nao foi
suficiente para bloquear todos os receptores glutamatérgicos, especialmente em
preparagdes in vivo. Finalmente, o trabalho por Braccialli e colaboradores indica que
a transmissdo glutamatérgica no NTS esta envolvida na modulacdo respiratoria
basal, enquanto que a sinalizacdo purinérgica ho mesmo nucleo, aparentemente,
ndo desempenha um papel nesta condicdo. Assim, é possivel concluir que quando
utilizado o antagonista de receptores P2 ndo ha o bloqueio glutamatérgico, visto que
ndo altera a resposta respiratéria basal desempenhada pelo glutamato
(BRACCIALLI et al, 2008). No entanto, ndo se pode descartar uma interacdo de
glutamato e ATP na modulacdo da respiracdo e, portanto, futuros estudos sé&o

necessarios para melhor avaliar a integracao entre ambos neurotransmissores.

7.2 Modelo de lesédo dos neurdnios C1 com anti-DBH-Saporina

Os nossos grupos experimentais receberam injecdes bilaterais da toxina anti-

DBH-saporina na regido do RTN para eliminar os neurdnios catecolaminérgicos C1
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que estdo localizados justapostos ao RTN. E bem conhecido que os neurdnios C1
estdo localizados muito préximos aos neurbnios quimiossensiveis do RTN (ABBOTT
et al,, 2009; TAKAKURA et al., 2014; TAKAKURA et al., 2008). Dessa maneira,
qualquer abordagem para estudar a fungdo no RTN utilizando microinjecbes
certamente também afetariam os neurbnios C1l. Além disso, uma vez que 0S
neurbnios C1l também expressam receptores purinérgicos (KORIM et al., 2012;
MORAES et al., 2011; YAO et al, 2000; YAO; LAWRENCE, 2005) incluindo os
receptores P2Y (WENKER et al, 2013), seria dificil distinguir os efeitos da
sinalizacdo purinérgica no RTN ou no grupamento C1 em animais intactos. Nosso
modelo de lesdo do grupamento C1 fez essa distincdo possivel; as injecdes de anti-
DBH-saporina, as quais sdo especificas para o fenotipo de catecolaminas, foram
eficazes em eliminar os neurdnios catecolaminérgicos C1 sem afetar os neurénios
quimiossensiveis do RTN que também expressam o fator de transcricdo Phox2b.
Vale lembrar que como as injecdes foram realizadas na regido do RTN (Bregma -
11,6 mm), os neuronios C1 caudais a esta regido foram mantidos intactos, assim, a
lesdo foi restrita a regido do RTN para apenas retirar a participacdo destes nas
respostas as manipulacdes farmacolégicas por meio das inje¢cbes realizadas no
RTN. Ainda, os neurbnios nao-catecolaminérgicos também presentes na regidao do
bulbo ventrolateral foram mantidos intactos no nosso modelo de lesdo de C1. Estas
células, assim como o grupamento C1, sdo conhecidas pela importante participacéo
no controle da pressdo arterial por meio de suas projecdes aos neurbnios pre-
ganglionares simpaticos. No entanto, a maioria dos neurénios bulboespinhais, com
funcdo simpatoexcitatéria, sdo os neurbnios C1 (SCHREIHOFER; GUYENET, 1997).
Como controle histolégico da lesdo é possivel observar que outras areas
catecolaminérgicas no tronco encefélico, como as areas A2 e A5, também se
mantiveram intactas. Com isso, nosso modelo de animais ndo anestesiados com
lesdo especfifica do grupamento C1 rostral € um valido modelo para se estudar a
participacdo do RTN nas manipulacdes farmacolégicas desejadas frente a técnica

de injecdes no SNC que ndo possui elevada seletividade.
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7.3 Participagdo do ATP em receptores P2 no RTN nas respostas
cardiorrespiratorias

Como primeiro protocolo experimental do presente estudo, fomos avaliar as
alteracbes ventilatorias produzidas pela aplicagdo exégena do ATP na regidao do
RTN no modelo de animais ndo anestesiados com lesdo do grupamento C1. Esta
primeira abordagem foi extremamente importante para a definicdo dos proximos
passos ja que pela primeira vez era investigada a sinalizacdo purinérgica no RTN
em animais ndo anestesiados. Como esperado, a acdo do ATP no RTN produziu um
aumento da atividade cardiorrespiratéria conforme dados anteriores do nosso grupo
em preparacbes de animais anestesiados e in vitro (SOBRINHO et al, 2014;
WENKER et al., 2012; WENKER et al., 2013).

Sabe-se que existem inimeras isoformas de receptores P2, ionotropicos do
tipo P2X (P2X; a P2X7;) e metabotropicos do tipo P2Y (dividos em grupos:
P2Y124611 € P2Y121314), com distribuicdo ubiqua no SNC, os quais sdo alvos do
ATP (BURNSTOCK et al., 2011). Conforme estudos prévios do nosso laboratério,
fomos avaliar os receptores P2 na regido do RTN, se eles eram alvos do ATP na
situacdo basal e se seu antagonismo era capaz de bloquear o estimulo ventilatério
produzido pelo ATP exdgeno. Escolhemos um antagonista ndo especifico de
receptores P2, como abordagem geral e um antagonista especifico de receptores
P2Y visto que tem ampla distribuicdo no bulbo ventrolateral e participacdo frente a
estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos (WENKER et al., 2013). Observamos
gque, no modelo de animais ndo anestesiados, os receptores P2 e 0s receptores
P2Y1 estdo presentes na regido do RTN dado que seus antagonistas foram efetivos
em bloquear a acao exdégena do ATP.

Importante observar que mesmo utilizando o modelo de lesédo dos neurbnios
C1 na regido do RTN, a injecdo exdgena de ATP foi capaz de produzir aumento na
presséo arterial. Nesta situacédo, deve ser apontado que 0s neurbnios nao-C1 ainda
permaneceram intactos na regido e o fato desses neurbnios possuirem o0s
receptores purinérgicos e contribuirem para o controle da pressao arterial, seriam
eles 0s responsaveis por estas respostas remanescentes. Ademais, podemos
também sugerir que a ativacdo dos receptores purinérgicos na regidao do RTN

promoveria a ativacdo de uma via neural excitatoria para os neurbnios ndo-C1, os
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quais seriam 0s responsaveis pelas alteracdes pressoras observadas no presente

estudo.

7.4  Contribuicdo dos receptores P2 no RTN frente ao estimulo hipercapnico

A partir da investigagcdo anterior, 0s proximos protocolos experimentais
tiveram como objetivo averiguar a participacdo dos receptores purinérgicos P2 frente
a estimulacdo dos quimiorreceptores centrais.

InjecBes bilaterais dos antagonistas dos receptores P2, PPADS, no RTN em
ratos adultos ndo anestesiados foram capazes de atenuar o aumento da resposta
ventilatéria ao aumento de CO,. Este resultado estd em plena concordancia com
resultados anteriores da literatura e do nosso laboratério realizados em animais
anestesiados (GOURINE, 2005; SOBRINHO et al., 2014; WENKER et al., 2012). Os
resultados em animais anestesiados mostraram que o bloqueio de receptores P2, na
regido do RTN, foi capaz de reduzir a amplitude e frequéncia da atividade do nervo
frénico apos a exposicdo a elevados niveis de CO,. No entanto, no presente estudo,
foi observado apenas diminuicdo do volume corrente, o que levou a alteracées na
ventilacdo apOs a exposicdo a hipercapnia, o que € justificado com a possibilidade
de que a regulacdo da respiracdo pelo RTN envolve o controle do volume corrente
em animais ndo anestesiados (NATTIE et al., 2001; TAKAKURA et al., 2013).

A sugestdo de que os neurbnios do RTN podem controlar o volume corrente
foi proposta pela primeira vez pelo laboratorio do Dr. Eugenne Nattie em meados da
década de 90 (LI, NATTIE, 2002; NATTIE et al., 2001), com base em observacdes
de que a acidificacdo do RTN produzia mudancas no volume corrente sem
modificacfes na frequéncia respiratéria. Dessa forma, propomos que € provavel que
as alteracGes geradas pelo COy/H" na frequéncia respiratdria sejam controladas por
neurbnios localizados mais caudais, na regido da coluna respiratdria ventral, que
seriam responsaveis pela geracdo do ritmo respiratorio e dessa forma alguns desses
neurbnios poderiam estar deprimidos em preparacdes reduzidas (perfundidos
artificialmente) ou sob anestesia (MORAES et al.,, 2012; SOBRINHO et al., 2014;
WENKER et al., 2012).

Recentemente tém sido proposto que a liberacdo de ATP, durante estimulos

hipercapnicos, pelos astrocitos na regido do RTN poderia contribuir para um dos
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mecanismos neurais de controle da atividade respiratéria (GOURINE et al., 2010;
KASYMOV etal., 2013; TESCHEMACHER et al., 2015).

Apoiada pela teoria de que os astrécitos (ERLICHMAN et al, 2010;
GOURINE, 2005; GOURINE et al., 2010; TESCHEMACHER et al., 2015) juntamente
com os neurbnios (GUYENET et al.,, 2008; GUYENET et al., 2010; MULKEY et al.,
2004; TAKAKURA et al.,, 2014; TAKAKURA et al.,, 2006) da regido do RTN agem
como células quimiossensiveis, 0 presente estudo sugere também que a liberacéo
de ATP pelos astrocitos, mediante um aumento de CO./H", agiria em receptores P2
nos neurénios do RTN promovendo um aumento da atividade ventilatoria.

Os resultados observados no presente estudo sdo muito semelhantes aos
resultados observados em preparacdes in vitro e em animais anestesiados, pois 0
bloqueio dos receptores purinérgicos do tipo P2, na regido do RTN, foi eficaz em
reduzir a atividade dos neurénios do RTN ou a atividade respiratoria (atividade do
nervo frénico ou a ventilagdo) em aproximadamente 30% (GOURINE et al., 2005a;
WENKER et al., 2012).

A tentativa de elucidar a especificidade do receptor P2 que estaria envolvido
na ativacdo dos sensores de CO;, no RTN, foi frustrante a principio em razédo de que
as injecdes do antagonista P2Y1, MRS2179, ndo alterou 0 aumento na respiragéo
mediado pela hipercapnia, sugerindo que o0s receptores P2Y1l ndo teriam
envolvimento nas respostas ventilatérias dependentes de CO, em animais nao
anestesiados (presentes resultados). No entanto, apesar de ndo conseguirmos
elucidar o tipo especifico de receptores P2 envolvido no RTN frente ao estimulo
hipercapnico, foi possivel fazer um paralelo com a literatura ao passo que podemos
distinguir diferentes funcbes de acordo com o tipo de receptor purinérgico ativado.
Assim, podemos sugerir dois mecanismos purinérgicos distintos no controle da
pressédo arterial e da respiracdo como melhor explicado a seguir. Dados recentes do
nosso laboratorio trouxeram especial atengdo para a contribuicdo dos receptores
purinérgicos P2Y, localizados no grupamento catecolaminérgico C1, no controle da
atividade cardiorrespiratéria durante a ativagcdo dos quimiorreceptores periféricos
(WENKER et al., 2013). Contrariamente, na regido dos neurbnios quimiossensiveis
do RTN, os receptores P2, mas ndo os receptores P2Y, estariam envolvidos nas
alteracoes respiratorias frente a estimulos hipercapnicos (WENKER et al., 2012).

Assim, as informacdes acima estdo baseadas no fato em que os receptores

P2Y teriam envolvimento nas respostas cardiorrespiratorias ao quimiorreflexo
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exclusivamente no grupamento catecolaminérgico C1 (WENKER et al., 2013), ao
passo que este receptor ndo participa no RTN na atividade quimiorreceptora

(presentes resultados).

7.5 Contribuicdo dos receptores P2 no RTN frente ao estimulo hipdxico

E de comum acordo que 0S receptores P2 expressos nos neurdnios
quimiossensiveis do RTN em resposta ao CO,/H" contribuem para o quimiorreflexo
central (GOURINE et al., 2010; GOURINE et al., 2005a; SOBRINHO et al., 2014;
SPYER; THOMAS, 2000; WENKER et al., 2012). Sabe-se também que a sinalizacao
purinérgica contribui para as respostas cardiorrespiratorias mediadas pela ativacéo
dos quimiorreceptores periféricos (GOURINE, 2005; MORAES et al, 2011;
WENKER et al., 2013). Neste momento, nés adicionamos a estas evidéncias que a
sinalizacdo purinérgica no RTN também possui papel importante para respostas
respiratorias perante estimulos hipoxicos em ratos ndo anestesiados.

Mecanismos respiratérios impulsionados pela ativacdo do quimiorreflexo
periférico ainda sdo controversos, em particular, a contribuicdo da sinalizacao
purinérgica entre o nucleo do trato solitario (NTS) e o bulbo ventrolateral rostral, que
inclui  os neurbnios pré-motores simpaticos C1, ndo C1l e o0s neurbnios
quimiossensiveis do RTN. Estudos anteriores mostraram que a via neural entre a
regido de NTS e bulbo ventrolateral rostral durante a ativagdo do quimiorreflexo
periférico envolve a neurotransmissdo glutamatérgica, mas também uma possivel
co-transmissdo purinérgica envolvendo a ativacdo de receptores P2Y (AICHER et
al., 1996; STORNETTA et al., 2002; TAKAKURA et al., 2006; WENKER et al., 2013).
Ademais, nés mostramos que a aplicacdo bilateral dos bloqueadores dos receptores
P2, mas ndo P2Y, no RTN diminuiu a resposta ventilatoria a hipoxia em ratos nao
anestesiados.

Nossos resultados corroboram com estudos em camundongos knockout para
0S receptores P2X,, que mostraram uma depressao respiratdria durante hipoxia
(RONG et al., 2003). Estes resultados complementam os dados aqui apresentados
sugerindo que o ATP atua presumivelmente nos receptores P2X na regido do RTN
durante o desafio hipoxico. Durante a hipoxia, o ATP ativaria o sitio quimiossensivel
primario periférico (corpUsculo carotideo) para estimular os terminais aferentes que

transmitem as informa¢cBes dos niveis de oxigénio para 0s centros respiratdérios no
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bulbo ventrolateral (FUNK, 2013). Portanto, acreditamos que o ATP estaria
envolvido em todas as seguintes etapas da cadeia de evento de ativacdo do
quimiorreflexo periférico: a ativacdo do corpusculo carotideo, devido a baixos niveis
de O, estimularia terminais neurais enviando informacfes para 0s neurbnios de
segunda ordem no NTS. Os neurdnios de segunda ordem ativariam os neurbnios
respiratorios localizados no grupamento respiratério ventral do bulbo ou os
neurbnios simpatoexcitatérios bulboespinais que controlam a pressao arterial
(ACCORSI-MENDONCA et al, 2009; ALVARES et al.,, 2014; BRACCIALLI et al.,
2008; BRAGA et al., 2007; NURSE, 2014; RONG et al., 2003; WENKER et al., 2012;
WENKER et al., 2013; ZHANG et al., 2012).

No presente trabalho, também mostramos que o antagonismo de receptores
P2Y1 ndo alterou a resposta ventilatoria a hipoxia em ratos ndo anestesiados. No
entanto, publicamos recentemente um estudo que mostra que 0s receptores P2Y1
estdo presentes nos neurbnios simpatoexcitatérios do grupamento C1 e que estédo
envolvidos nas respostas cardiorrespiratérias a hipéxia (WENKER et al.,, 2013).
Embora estes receptores ndo influenciam as respostas cardiorrespiratérias a hipoxia
ou hipercapnia no RTN, a injecdo do agonista especifico para o receptor P2Y na
regido dos neurdonios C1 reproduziu os efeitos de ativacdo de quimiorreceptores
periférico no aumento da respiracdo e pressdo arterial (WENKER et al., 2013).
Nossa evidéncia que o bloqueio de receptores P2Y no RTN ndo afetou a resposta
ventilatéria a hipoxia ndo € surpreendente, pois 0 NOSSO grupo experimental teve
uma lesdo nos neurbnios C1l. Os receptores P2Y, expressos nos neurbnios C1,
participam da resposta cardiorrespiratoria mediada pela ativacdo dos
quimiorreceptores periféricos. Dessa maneira, estamos propondo que, parece existir
uma expressdo diferenciada de receptores P2 ao longo do bulbo ventrolateral,
permitindo 0 processamento paralelo de componentes respiratorios e
cardiovasculares.

Um trabalho recente publicado pelo grupo do Prof. Alexander Gourine
surpreendeu-nos com experimentos que mostram um mecanismo pelo qual o SNC é
capaz de promover aumento na respiracdo frente a hipoxia, independentemente dos
quimiorreceptores periféricos, sendo este mecanismo muito semelhante ao
mecanismo de recrutamento de células gliais senssiveis ao CO, (ANGELOVA et al,,
2015). De maneira em concordancia com os dados obtidos por Angelova e

colaboradores, nGs mostramos em experimentos in Vvitro gque 0S nheurdnios
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quimiossensiveis do RTN, isto é, neurdnios que detectam variacbes de COy/H",
também aumentam a sua atividade em resposta a diminuicdo dos niveis de O..
Ademais, o aumento da atividade dos neuronios do RTN frente a um estimulo
hipoxico foi completamente bloqueado apds a aplicacdo prévia do antagonista de
receptores purinérgicos P2. Dessa forma, nossos experimentos, juntamente com o0s
dados da literatura, indicam que é muito provavel que a hipdxia possa estimular a
liberacdo de ATP pelos astrocitos a fim de agir em receptores P2 nos neurdnios
quimiossensiveis do RTN contribuindo para o controle quimico da respiracao,

mecanismo este semelhante ao da hipercapnia.

7.6 Sinalizacdo purinérgica no RTN na avaliacdo das variaveis
cardiovasculares

Durante o estimulo de hipercapnia e hipdxia, foi possivel observar que nao
ocorreu nenhum efeito perceptivel sobre a pressdo arterial em ratos nao
anestesiados.

Entretanto esta bem estabelecido que, em ratos anestesiados, a hipercapnia
produz alteragBes bifasicas na presséo arterial (PA), isto €, uma hipotenséo seguida
pela hipertensdo. A hipotensdo inicial provavelmente resulta de um efeito direto do
CO; na vasculatura das células musculares lisas e, em seguida, uma ativacao
compensatéria da atividade simpatica permite que a PA se recupere para niveis
proximos do normal durante a hipercapnia, e explica o aumento da pressao arterial
observada no final do episddio de hipercapnia (MOREIRA et al., 2006; TAKAKURA
et al., 2011; TAKAKURA; MOREIRA, 2011). Ainda, em animais anestesiados, a
inecdo de PPADS na regido do RTN diminuiu a resposta da presséo arterial
mediada pela atividade simpatica durante a hipercapnia, sugerindo um papel da
sinalizacdo purinérgica na regulacdo do tdnus vascular durante a hipercapnia
(WENKER et al., 2012).

Apesar das evidéncias em animais anestesiados, nossos resultados mostram
que a hipercapnia ndo tem nenhum efeito perceptivel sobre a pressdo arterial em
ratos ndo anestesiados. No entanto, algumas questdes devem ser levadas em
consideracdo na interpretacdo dos resultados. Em primeiro lugar, os experimentos
descritos nessa tese foram realizados em ratos ndo anestesiados, ao passo que a

maioria dos estudos anteriores foram utilizados ratos anestesiados com uretano o
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qual pode afetar o processamento neuronal de varias funcdes fisioldgicas, incluindo
alteracbes dos mecanismos sinapticos no tronco cerebral, em especial na regido do
nicleo do trato solitario (ACCORSI-MENDONCA et al., 2007). No entanto, esta
possibilidade permanece especulativa e necessita de uma investigacdo mais
aprofundada. Em segundo lugar, estudos realizados em animais anestesiados
normalmente tem seus animais vagotomizados para evitar qualquer influéncia da
mecanica ventilatoria no controle neural da respiracdo, enquanto que para
experimentos em animais ndo anestesiados, o nervo vago foi mantido intacto. Enfim,
nesta situacdo, 0s animais ndo anestesiados possuem a circuitaria neural intacta em
que os neurbnios da coluna respiratéria ou mesmo os neurbnios simpatoexcitatorios
recebem projecdes inibitérias do padrdo gerador da respiracdo (GUYENET et al.,
2005), bem como também sao inibidos pela ativacdo de receptores de distenséo
pulmonar ou ainda perdem o controle parassimpatico para o coracdo na auséncia da
eferéncia vagal. Todo esse desarranjo neural certamente pode influenciar o balan¢o
autbnomo e respiratério e contribuir para a auséncia de efeitos cardiovasculares
durante a hipercapnia (MOREIRA et al., 2007; TAKAKURA et al., 2007). Por fim,
possivel que os anestésicos possam afetar diretamente canais i6nicos contribuindo
para reatividade vascular ao CO,, no entanto, esta possibilidade permanece
especulativa.

Ja em relacdo ao estimulo hipéxico, é classico o aumento abrupto da PA em
resposta a ativacdo do quimiorreceptores periféricos. Esta ativagcdo recruta, através
da integracdo no SNC, a ativacao dos neurdnios pré-simpaticos do RVLM (MORAES
et al, 2011; WENKER et al., 2013). Assim, é importante lembrar que no modelo
estudado no presente trabalho h4d a lesdo dos neurbnios do grupamento C1, os
quais sdo importantes nesta resposta neural frente ao estimulo hipdxico. Esta seria
uma das causas pela qual a PA ndo sofre influéncia frente a ativacdo do
quimiorreflexo periférico nos animais ndo anestesiados no presente estudo.

Ja em relacdo ao estimulo hipdxico, é classico o aumento abrupto da PA em
resposta a ativacdo do quimiorreceptores periféricos. Esta ativacdo recruta, através
da integracdo no SNC, a ativacdo dos neurbnios pré-simpaticos do bulbo
ventrolateral rostral (MORAES et al., 2011; WENKER et al, 2013). Assim, é
importante lembrar que no modelo estudado no presente trabalho ha a lesdo dos
neurénios do grupamento C1, os quais sao importantes nesta resposta neural frente

ao estimulo hipoxico. Assim, essa poderia ser uma das causas que a PA ndo sofre
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alteracéo apods a ativagdo do quimiorreflexo periférico nos animais ndo anestesiados
no presente estudo.

Outra diferenca seria o tipo de metodologia empregada no presente estudo
para promover a ativacdo dos quimiorreceptores periféricos. No presente estudo,
utilizamos a exposicdo dos animais em situacdes de hipoxia (8% O,) durante 10
minutos, ao passo que alguns trabalhos utilizam a injecdo endovenosa de cianeto de
potassio (KCN). A injecdo de KCN promove uma hipoxia citotoxica e € considerado
um efeito muito mais agressivo, pois envolve além de respostas autbhomas e
respiratorias, respostas comportamentais (MACHADO, 2001; OLIVAN et al., 2001).
Assim, acreditamos que ndo observamos alteragcbes na presséo arterial frente ao
estimulo hipoxico, pois 0 nosso modelo experimental ndo possuia 0S neurbnios
catecolaminérgicos do grupamento C1 (representam 70% dos neurdnios
simpatoexcitatorios do bulbo ventrolateral rostral), a ativacdo dos quimiorreceptores
periféricos foi realizada de maneira gradual (durante 10 minutos) e foi realizada uma
hipoxia-hipéxica e ndo uma hipoxia citotdxica.

No entanto, a sinalizacdo purinérgica no bulbo ventrolateral parece possuir
um papel importante na regulacdo da pressdo arterial. Um estudo do nosso
laboratério mostrou a participacédo da sinalizacdo purinérgica no controle da presséao
arterial e atividade simpatica frente a ativacdo dos quimiorreceptores periféricos
(WENKER et al., 2013). Ademais, outro importante estudo também procurou
esclarecer o papel da sinalizacdo purinérgica em situacfes de hipdxia, mais
precisamente uma situacdo em que o0 encéfalo se encontra em situacdo de
deficiéncia de O, (MARINA et al., 2015). Este estudo demonstrou que, em ratos
espontaneamente hipertensos, os encéfalos sao hipoxicos e mesmo quando 0s
niveis de pressédo arterial sdo reduzidos a valores normais com a infusdo de um
vasodilatador, a PaO, no tronco encefalico ainda se mantém em niveis menores
comparados a ratos normotensos. Nesse estudo, quando o ATP era metabolizado
na regido do bulbo ventrolateral rostral, os niveis pressoricos foram reduzidos
(MARINA et al., 2015). Dessa maneira, € possivel concluir que o ATP parece ter
uma grande importancia no controle da pressao arterial em situacdes de hipoxemia,

sendo o grupamento C1 importante nestas respostas.
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7.7 Contribuicdo da Adenosina no RTN

Outra purina associada as alteracfes cardiorrespiratorias no SNC € a
adenosina (ADO). A ADO é conhecida por sua acdo depressora no sistema
respiratorio, especialmente em animais neonatos (FUNK, 2013; KOOS, 2011;
SCHMIDT et al., 1995).

No encéfalo, a distribuicdo das ectonucleotidases que metabolizam o ATP em
adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e ADO é ubiqua e a
sinalizacdo da ADO é considerada uma das trés partes do sistema do ATP. A
dindmica desta interacdo tem grande significancia no controle respiratério visto que
a ADO possui implicacbes na resposta depressora respiratdria em adultos
(ELDRIDGE et al., 1984), animais neonatos (HERLENIUS et al., 1997; RUNOLD et
al., 1989) e especialmente em mamiferos em fase fetal (BISSONNETTE et al.,
1990). Dessa forma, dados de mamiferos de muitas espécies sdo consistentes em
mostrar a acao inibitoria na respiracédo da ADO.

Entretanto, existem algumas contradicOes a respeito da atividade da ADO.
Estudos realizados em neurénios do PreB6tC, regido de controle ritmico inspiratorio,
mostrou diferentes sensibilidades a ADO em camundongos e ratos (ZWICKER et al.,
2011). Ademais, observacées em humanos ndo anestesiados mostraram que a ADO
€ capaz de estimular a respiracdo (FULLER et al., 1987). Contrariamente, sob efeito
da anestesia, a ADO parece inibir a atividade respiratéria em quase todas as
espécies sugerindo que a anestesia poderia favorecer o efeito inibitério da
adenosina (BISSONNETTE et al, 1990; ELDRIDGE et al., 1984; KOOS; CHAU,
1998; LAGERCRANTZ et al., 1984; WILSON et al., 2004). Além disso, corroborando
com estes achados, os antagonistas da ADO sao associados a um aumento na
atividade respiratéria basal sugerindo uma atividade inibitéria tbnica da mesma
(SCHMIDT etal., 1995).

Muito pouco se sabe a respeito da acdo da ADO em estimulos hipercapnicos
e hipoxicos em animais ndo anestesiados. Ademais, os estudos da ADO
influenciando a quimiossensibilidade datam de 30 anos atras (BURR; SINCLAIR,
1988). Estudos realizados em gatos e ratos anestesiados, 0 aumento da resposta
respiratoria frente estimulos hipercapnicos foi totalmente bloqueado pela injecéo
prévia no ventriculo encefalico de um analago da adenosina (o qual ndo é substrato
de quebra enzimética) (BISSONNETTE et al., 1990; ELDRIDGE et al., 1984; KOOS;
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CHAU, 1998; LAGERCRANTZ et al., 1984; WILSON et al., 2004), enquanto que em
animais ndo anestesiados a injecdo intraperitoneal da mesma substancia, que
ultrapassa a barreia hematoencefalica, produziu um aumento ainda maior na
resposta respiratoria durante a hipercapnia (HERLENIUS et al., 1997; RUNOLD et
al., 1989). Assim, ainda permanece obscuro o real papel da adenosina na
guimiossensibilidade.

Como visto, a ADO é um produto da metabolizacdo do ATP cujo processo é
muito rapido (BURNSTOCK et al., 2011), o que sugere que toda liberacdo de ATP
poderia ter como produto final a ADO, que participaria da sinalizacdo purinérgica,
como por exemplo durante o estimulo hipercapnico. O aumento dos niveis de CO;
ou a hipéxia promoveria uma ativacdo de células gliais o que permitiria a liberacéo
de ATP com o objetivo de promover a estimulacdo respiratéria. Adicionalmente, o
ATP no micro-ambiente neural seria rapidamente metabolizado em ADO, via
ectonucleotidases, para ter uma acao inibitéria com a finalidade de contrabalancear
os efeitos estimulatérios do ATP.

Seguindo este raciocinio, os resultados presentes mostram que a ADO, no
RTN, parece agir de maneira inibitéria frente estimulos hipercapnicos, tanto nos
experimentos in vivo quanto in vitro. Acreditamos que esta agcdo tem como objetivo
coordenar o sistema purinérgico no SNC, na tentativa de graduar os efeitos do ATP,

controlando o processo da quimiossensibilidade respiratoria.
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8 CONCLUSAO

Em resumo, os presentes resultados adicionam a um grupo crescente de
evidéncias na literatura sugerindo que a sinalizacdo purinérgica é importante para a
funcéo respiratéria. Ademais, mostramos também que os receptores P2 expressos
nos neurdnios do RTN contribuem para a atividade quimiorreceptora em ratos
adultos ndo anestesiados, assim como a modulacdo da sinalizagcdo purinérgica por
meio do ATP e adenosina na quimiorrecepc¢ao (Fig. 10). Estd bem estabelecido que
a sinalizacdo purinérgica contribui para o controle autbnomo por diferentes
mecanismos em Varios niveis do SNC (GOURINE et al., 2009; MOREIRA et al.,
2015; WENKER et al, 2012; WENKER et al, 2013). Alteracbes na
quimiossensibilidade € uma das causas para a mortalidade em certas patologias,
incluindo a Sindrome da Morte Subita Infantil, acidente vascular cerebral e epilepsia
(DAVIS et al., 2013; KINNEY et al,, 2009; MASSEY et al., 2014). Além disso, na
apneia obstrutiva do sono, o aumento da sensibilidade dos quimiorreceptores
periféricos promove um aumento da atividade simpatica, o que contribui para
algumas formas de hipertensdo e insuficiéncia cardiaca (NARKIEWICZ et al., 1999;
SCHULTZ et al., 2007).

Nos Ultimos anos, a sinalizacdo purinérgica tem sido proposta para ser um
excelente alvo para terapias de diversas patologias, principalmente devido a novos
agentes farmacoldgicos a serem desenvolvidos (BURNSTOCK, 2014; JACOBSON,;
BOEYNAEMS, 2010; MARINA et al., 2013). Com base nos nossos dados, estamos
propondo que os receptores P2 poderiam representar um alvo terapéutico para o
tratamento de doencas respiratérias, em que 0S mecanismos de quimiorrecepcao
estejam prejudicados. Essas propostas ainda s&o incipientes, pois a maioria dos
agentes farmacologicos purinérgicos sao analogos ao ATP e, portanto, nao
atravessam a barreira hematoencefalica, o que os tornam menos praticos para a
utilizacdo dos mesmos no SNC. No entanto, com a melhora na farmacologia,
combinada com uma maior compreensao dos subtipos especificos de receptores
purinérgicos e vias de sinalizacdo envolvidos no controle do quimiorreflexo
certamente podem permitir novas estratégias terapéuticas para o tratamento de

patologias respiratérias.
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Figura 11. Contribuicdo da sinalizacdo purinérgica na regido do RTN para o
controle quimico da respiragéo.

A) Sinais originados da quimiorrecepgdo central ou periférica influenciam a atividade de
varias areas do bulbo, incluindo o RTN, NTS e a coluna respiratéria ventral (VRC), os quais
transmitem informacdes para neurdnios motores (MN) que inervam o0s musculos
respiratorios. A atividade excitatoria dos neurbnios do bulbo ventrolateral atuam via
sinalizacdo glutamatérgica e purinérgica mediada pelas projecfes do NTS caudal ou ainda
mediante a atividade intrinseca quimiossensivel do RTN (GUYENET, 2014; MOREIRA et al.,
2006; MOREIRA et al., 2015; TAKAKURA et al., 2006; WENKER et al., 2013). Por outro
lado, um passo essencial para o controle da respiracao frente a hipercapnia é a ativagao dos
neurénios do RTN, via sinalizagcdo purinérgica, que por sua vez se projeta para a coluna
respiratoria ventral via sinais excitatorios (ALVARES et al., 2014; WENKER et al., 2012;
WENKER et al., 2013). Este mecanismo ocorre também pela participacdo dos astrécitos,
liberando o ATP no RTN pelo processo de exocitose dependente de célcio o qual é
desencadeado pela acidificacdo intracelular e/ou transporte de CO, através de canais do
tipo conexinas (HUCKSTEPP et al., 2010). Este mecanismo pode também ser especulado
para situacdes de hipéxia (ANGELOVA et al., 2015). A figura em menor aumento localizada
a direita ilustra que o ATP promove a estimulag&o dos neurénios do RTN em receptores P2.
Frente a um processo enzimatico, o ATP é rapidamente metabolizado em adenosina (ADO),
gue por sua vez parece agir em receptores inibitorios (Al) a fim de gerar um balanco entre a
excitacdo e a inibicdo nos neurdnios do RTN. Abreviacfes: Al, receptor acoplado a proteina
G; para adenosina; ADO, adenosina; ADP, adenosina difosfato; ATP, adenosina trifosfato;
CB, corpusculo carotideo; Glut, glutamato; iGlut, receptor glutamatérgico ionotropico; MN,
neurbnio motor; NTS, ndcleo do trato solitrio; P2X, receptor purinérgico do tipo 2
ionotropico; RTN, nucleo retrotrapezoide; VMS, superficie ventral do bulbo; VRC, coluna
respiratoria ventral.
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Abstract

Excitatory drive from peripheral and central chemoreceptors ensures adaptive
changes in the respiratory and cardiovascular output in response to changes in CO; and
0. Recent evidence suggests that ATP-mediated purinergic signaling at the level of the
rostral ventrolateral medulla (RVLM) contributes to both central and peripheral
chemoreceptor control of breathing and blood pressure: neurons in the retrotrapezoid
nucleus (RTN) function as central chemoreceptors in part by responding to CO»-evoked
ATP release by activation of yet unknown P2 receptors, and nearby catecholaminergic
C1 neurons regulate blood pressure responses to peripheral chemoreceptor activation by
a P2Y1 receptor dependent mechanism. However, potential contributions of purinergic
signaling in the RTN to cardiorespiratory function in conscious animals have not been
tested. Here, we show that in the absence of functional C1 cells unilateral injection of
ATP into the RTN increased cardiorespiratory output by a P2-recepor dependent
mechanism. We also show that bilateral RTN injections of a non-specific P2 receptor
blocker (pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2’,4'-disulfonate (PPADS) reduced the
ventilatory response to hypercapnia (7% CO.) and hypoxia (8% O2) in unanesthetized
awake rats. Conversely, bilateral injections of a specific P2Y1-receptor blocker
(MRS2179) into the RTN had no measurable effect on ventilatory responses elicited by
hypercapnia or hypoxia. These data exclude the P2Y1 receptors for chemosensory
control of breathing at the level of the RTN. These results demonstrate that ATP-
mediated purinergic signaling contributes to central and peripheral chemoreflex control

of breathing and blood pressure in awake rats.



Introduction

The retrotrapezoid nucleus (RTN) is located in the rostral ventrolateral medulla
(RVLM) and is known to function as an important site of central chemoreception
(Nattie and Li, 2012, Guyenet, 2014). Neurons in this region that express the
transcription factor Phox2b are intrinsically CO2/H"-sensitive in vivo (Mulkey et al.,
2004, Takakura et al., 2006) and in vitro (Onimaru and Dutschmann, 2012, Wang et al.,
2013), are glutamatergic and project to all segments of the respiratory network to
regulate both inspiratory and expiratory activity (Guyenet, 2014). Evidence also
suggests that Phox2b expressing RTN neurons may also comprise the parafacial
respiratory group (pFRG) and contribute to breathing automaticity (Onimaru et al.,
2008, Thoby-Brisson et al., 2009, Pagliardini et al., 2011, Huckstepp et al., 2015,
Marina et al., 2010), however, since our focus is on chemoreception, we will refer to
this region as the RTN. Astrocytes in the RTN also appear to function as
chemaoreceptors by providing a CO2/H*-dependent purinergic drive, via direct gating of
connexin 26 hemichannels (Meigh et al., 2013), to enhance activity of chemosensitive
RTN neurons (Gourine et al., 2010, Huckstepp et al., 2010, Wenker et al., 2012).
Although the majority of evidences suggesting that purinergic signaling contributes to
RTN chemoreception were obtained from anesthetized animals or more reduced
preparations (Thomas et al., 1999, Thomas and Spyer, 2000, Gourine and Spyer, 2003,
Wenker et al., 2012, Huckstepp et al., 2010, Sobrinho et al., 2014), recent evidence
suggests that COz-evoked ATP release may also contribute to breathing in
unanesthetized humans during quiet sleep (Meigh et al., 2014). Therefore, a goal of this
study is to determine if purinergic signaling contributes to central chemoreception in

awake animals.



Purinergic signaling at the level of the RVLM also contributes to peripheral
chemoreceptor modulation of breathing and blood pressure. For example,
chemosensitive RTN neurons (Wenker et al., 2012, Moreira et al.,, 2015) and
presympathetic C1 neurons (Moreira et al., 2015, Wenker et al., 2013) are activated by
purinergic agonists. Application of purinergic agonists into the RVLM increased
breathing and blood pressure in anesthetized rats (Wenker et al., 2013, Wenker et al.,
2012, Thomas and Spyer, 2000), and the blockade of P2 receptors in the RVLM blunted
cardiorespiratory responses to peripheral chemoreceptor activation in anesthetized rats
(Wenker et al., 2013, Wenker et al., 2012). Evidence also suggests that inhibition of P2
receptors in the nearby Botzinger and pre-Bozinger complex blunted the respiratory
response evoked by peripheral chemoreceptor activation in awake rats (Moraes et al.,
2011). Furthermore, the application of PPADS or TNP-ATP (P2 antagonists) had an
equivalent effect attenuating the CO»-evoked increase on breathing in the ventral
medullary surface chemosensitive areas in vitro (Gourine et al., 2005a). In addition,
P2X2/3 knockout mice had ventilation attenuated during hypoxia (Gourine, 2005, Rong
et al., 2003). These results provide compelling evidence that purinergic signaling at the
level of the RVLM contributes to peripheral chemoreceptor control of breathing and
blood pressure. However, the extent to which purinergic signaling contributes to central
or peripheral chemoreceptor modulation of RTN neurons in the awake state has yet to
be determined.

The main objective of the present study is to determine whether purinergic
signaling in the RTN contributes to central or peripheral chemoreceptor activation of
breathing and blood pressure in the unrestrained awake adult rats. To address this aim,
we measured cardiorespiratory activity of unrestrained awake rats in response to RTN

injections of ATP, and during exposure to hypercapnia (7% CO2) or hypoxia (8% O-)



under control conditions and after bilateral RTN injections of P2 receptor blockers
(PPADS or MRS2179). Considering that P2Y1 receptors regulate activity of nearby C1
cells and contribute to the blood pressure response elicited by peripheral chemoreceptor
activation (Wenker et al., 2013), we choose to test the effects of P2 receptor blockade
on RTN chemoreceptors in relative isolation by performing these experiments in C1-
lesioned animals. We found that the stimulatory effects of RTN injections of ATP on
cardiorespiratory activity could be blocked by prior ipsilateral RTN injection of a non-
specific P2 receptor blocker (pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2’,4"-disulfonate
(PPADS) and a selective P2Y1 receptor blocker (MRS2197). We also find that bilateral
RTN injections of PPADS, but not MRS2179, blunted the ventilatory response to both
hypercapnia and hypoxia in unanesthetized rats. These results suggest that purinergic
signaling at the level of the RTN contributes to both central and peripheral
chemoreceptor control of breathing in unanesthetized awake rats. These results also

exclude P2Y1 receptors as potential candidates responsible for this response.

Methods
Animals

Experiments were performed in 52 adult male Wistar rats weighing 300-350 g.
Animal used was in accordance with the guidelines approved by the Animal
Experimentation Ethics Committee of the Institute of Biomedical Science at the
University of Sdo Paulo (ICB/USP) (n° 70/2012). All efforts were made to minimize

animal discomfort and the number of animals used.

Surgery and anesthesia



Rats were anesthetized with intraperitoneal injection of ketamine (Rhobifarma
Industria Farmacéutica Ltda, Hortolandia, SP, Brazil; 80 mg/kg of body weight)
combined with xylazine (Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinia, SP, Brazil; 7
mg/kg of body weight) and placed in a stereotaxic frame (model 900; David Kopf
Instruments, Tujunga, CA, USA). Bilateral stainless-steel cannulas were implanted into
the RTN using the following co-ordinates: 2.5 mm caudal to lambda, 1.8 mm lateral to
the midline and 7.5 mm below the dura mater. The cannulas were fixed to the cranium
using dental acrylic resin and jeweller's screws. Rats received a prophylactic dose of
penicillin (Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, SP, Brazil) (30 000 IU) given by
intramuscular injection and a subcutaneous injection of the analgesic Ketoflex
(ketoprofen, Biofarm Quimica e Farmacéutica Ltda, Jaboticabal, SP, Brazil; 1%, 0.03
ml per rat) post surgically. After the surgery, the rats were maintained in individual
boxes with free access to tap water and food pellets (Guabi rat chow; Paulinia, SP,
Brazil) for at least 7 days before the experiments.

Pulsatile arterial pressure, mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR)
were recorded in unanesthetized, freely moving rats as previously described (Favero et
al., 2011, Takakura et al., 2013, Takakura et al., 2014). Briefly, 1 day before the
experiments, under general anesthesia induced by intraperitoneal injection of ketamine
(80 mg/kg of body weight) combined with xylazine (7 mg/kg of body weight), a
polyethylene tube (PE-10 connected to PE-50; Clay Adams, Parsippany, NJ, USA) was
inserted into the abdominal aorta through the femoral artery. The cannula was tunnelled
subcutaneously to the back of the rats to allow access in unrestrained, freely moving
animals. After they recovery from surgery, the freely moving rats were placed in boxes

with free access to tap water and food pellets until the experiment day.



In vivo recordings of physiological variables

Twenty-four hours after the artery cannulation, the animals with bilateral
cannula implanted in the RTN were adapted to the environment of the recording room,
the arterial catheter was connected to a pressure transducer (MLT844, ADInstruments,
Sydney, NSW, Australia) coupled to a preamplifier (Bridge Amp, ML221,
ADlInstruments, Sydney, NSW, Australia) that was connected to a Powerlab computer
data acquisition system (PowerLab 16/30, ML880, ADInstruments).

Respiratory rate (fr, breaths/min) and tidal volume (V1, ml/kg) were measured
by whole-body plethysmography as described in detail previously (Malan, 1973, Favero
et al.,, 2011, Takakura et al., 2013, Takakura et al., 2014). All experiments were
performed at room temperature (24-26°C). The rats were placed in a plexiglass
recording chamber (5 L) that was flushed continuously with a mixture of 79% nitrogen
and 21% oxygen (unless otherwise required by the protocol) at a rate of 1 L/min.
Concentrations of O2 and COy in the chamber were monitored on-line using a fast-
response O2/CO2 monitor (ADInstruments, NSW, Australia). The pressure signal was
amplified, filtered, recorded, and analyzed off-line using Powerlab software (Powerlab
16/30, ML880/P, ADInstruments, NSW, Australia). Rectal temperature was measured
before and at the end of the experiments, and the values were averaged. Measurements
of fr and V1 were made during 2 minute periods under control conditions and after 10
minute exposures to hypercapnia or hypoxia, when breathing stabilized. Changes in the
fr, V1 and minute ventilation (Ve) (fr x V1; ml/min/kg) were averaged and expressed as

means + SEM.

Chemoreflex analysis



Unanesthetized rats were allowed at least 30-40 min to acclimatize to the
chamber environment at normoxia/normocapnia (21% O, 79% N2 and <0.5% COy)
before measurements of baseline arterial pressure, heart rate and Ve were taken.
Hypoxia was induced by lowering the O, concentration in the inspired air down to a
level of 8% for 10 min. Hypercapnia was induced by titrating CO- into the respiratory

mixture up to a level of 7% (21% O, 69% N>) for 10 min.

Intraparenchymal injections

A Hamilton syringe (5 pL) connected by polyethylene tubing (PE-10) to an
injection needle (1.5 mm longer than the guide cannulas) was used to deliver the
following drugs into the RTN of awake freely moving rats: the non-specific P2 receptor
antagonist pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2',.4’-disulfonic acid (PPADS - Sigma
Chemicals Co., St Louis, MO, USA; 5 mM in sterile saline, pH 7.4); the P2Y 1-receptor
antagonist (MRS2179 - Tocris USA; 100 uM in sterile saline, pH 7.4), ATP (Sigma
Chemicals Co., St Louis, MO, USA; 10 mM in sterile saline, pH 7.4) and the P2Y1-
receptor agonist (MRS2365 - Tocris USA; 100 uM in sterile saline, pH 7.4). All drug
concentrations were selected based on previous studies (Wenker et al., 2013, Wenker et
al., 2012, Sobrinho et al., 2014, Moraes et al., 2011).

To lesion the C1, we made bilateral RVLM injections of the saporin conjugate
[Sar9, Met (02)11]-dopamine B-hydroxylase (DBH-SAP; 2.4 ng/100 nL) (Advanced
Targeting Systems, San Diego, CA, USA) as previously described (Schreihofer &
Guyenet, 2000; Madden & Sved, 2003; Wenker et al., 2013). Animals were used for
experiments 7 to 10 days after DBH-SAP treatment. Bilateral injections of toxin

produced no observable behavioral effects and these rats gained weight normally.



Histology

At the end of each experiment, rats were deeply anesthetized with extra dose of
thiopental sodium and perfused through the heart with saline (pH 7.4) followed by
formaldehyde (4% in 0.1M phosphate buffer, pH 7.4). The brains were removed and
stored in fixative for 24 h at 4°C. The medulla was cut in 40 um thick coronal sections
with a microtome (Leica SM2010R, Germany). Sections were stored at -20°C in a
cryoprotectant solution. The injection sites were confirmed with an Axioskop 2
microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany). Sections were aligned with respect to a
reference section, which was the most caudal section containing an identifiable cluster
of facial motor neurons. To this reference section was assigned a value of 11.6 mm
caudal to bregma (bregma -11.6 mm, (Paxinos and Watson, 1998)). Levels rostral or
caudal to this reference section were determined by adding or subtracting the number of
intervening sections.

Tyrosine hydroxylase (TH) was detected with a mouse antibody (1:2000,
Chemicon, Temecula, USA) and Phox2b with a rabbit antibody (1:800, gift from J.F.
Brunet, Ecole Normale Superieure, Paris, France). These primary antibodies were
detected by incubation with appropriate secondary antibodies to reveal TH (biotinylated
goat anti-mouse, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and Phox2b (biotinylated donkey
anti-rabbit, Jackson, West Grove, PA, USA). The specificity of the antibodies has been
validated previously (Takakura et al., 2008, Takakura et al., 2014, Taxini et al., 2011,

Barna et al., 2012, Barna et al., 2014).

Statistics
Data are reported as mean + standard error of the mean. Statistical analysis was

performed using Sigma Stat version 3.0 software (Jandel Corporation, Point Richmond,



10

CA, USA). T-test was performed to compare the antagonists (PPADS or MRS2179) to
saline injections during chemoreflexes activation, and Kruskal-Wallis One Way
Analysis of Variance on Ranks or one-way ANOVA followed by the Newman-Keuls
multiple comparisons test was used to have the comparisons between resting, saline +

ATP and antagonists (PPDS or MRS2179) + ATP injections (p < 0.05).

Results
Selective ablation of the C1 cells within the RVLM

To study contributions to central and peripheral chemoreflexes of purinergic
signaling only in RTN chemoreceptors, all the experiments were performed in C1-
lesioned animals. We selectively destroyed C1 cells by making bilateral injections of
the anti-DBH-saporin toxin into the RVLM at the level of the RTN. We choose this
approach because the C1 cells are located in close proximity to RTN chemoreceptors,
and C1 cells regulate blood pressure responses to peripheral chemoreceptor activation
partly by a P2Y1 receptor dependent mechanism (Wenker et al., 2013). To assess the
effect of anti-DBH-SAP treatment on the number of C1 cells and RTN chemoreceptors,
we quantified tyrosine-hydroxylase (TH) and Phox2b-immunoreactivity. As expected,
the number of C1 cells (TH*) at RTN level was significantly reduced in RVLM of anti-
DBH-SAP treated animals (7 + 2 vs. control: 25 + 6; tes) = 217.000, p = 0.017) (Figs.
1A-B, G-H); however, there was no quantifiable difference in the number of RTN
chemaoreceptors (i.e., Phox2b™/TH") in control or anti-DBH-SAP treated animals (233 *
25, vs. control 195 + 28; t70) = -0.995, p = 0.353) (Figs. 1A-B and I). Note that anti-
DBH-SAP treated animals showed only a small reduction in catecholaminergic neurons
at more caudal levels of the ventrolateral medulla (Fig. 1G) or in other brainstem

regions (e.g., A2 or A5) (Figs. 1C-F), thus indicating that our C1 lesion model was
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specific to the RVLM at the level of the RTN. Furthermore, these results indicate that
we can effectively eliminate C1 cells while sparing chemosensitive RTN neurons,
therefore we consider this a valid model to test effects of purinergic signaling on RTN

chemorecpetors in the absence of contributions from C1 cells.

Respiratory effects produced by ATP injections into the RTN region

To determine whether purinergic signaling in the RTN modulates
cardiorespiratory activity in awake rats, we performed unilateral injections of ATP (10
mM, 100 nL) into awake rats while recording breathing and blood pressure. The center
of each injection were located ~250 um below the facial motor nucleus and 200-300 um
rostral to the caudal end of the RTN (Fig. 2A), a region that contains the highest density
of COz-sensitive RTN neurons (Takakura et al., 2014, Takakura and Moreira, 2011,
Takakura et al., 2011, Takakura et al., 2006). Under resting conditions, application of
ATP into the RTN of awake C1 lesion rats (n = 11) elicited an immediate increase in
respiratory output: tidal volume (V) increased from 8.1 £ 0.7 to 16.4 + 1.5 ml/kg (p =
0.001), respiratory frequency (fr) increased from 92 + 4 to 145 + 5 breaths/min (p =
0.001) and minute ventilation (Ve) increased from 784 + 87 to 2,386 + 239 ml/kg/min
(p = 0.001) (Figs. 2B-E). Under these same conditions, injection of ATP into the RTN
of C1 lesion animals also increased MAP (144 + 6, vs. resting: 110 + 3 mmHg, p =
0.001) without changing heart rate (HR) (411 + 42, vs. resting: 368 £ 6 bpm, p = 0.351)
(data not showed). Furthermore, injection of PPADS (5 mM, 100 nL) or a specific
P2Y1 receptor blocker MRS2179 (100 uM, 100 nL) into this region did not change
resting respiratory output, MAP or HR (data not showed). However, P2 antagonists
treatment strongly inhibited cardiorespiratory responses of awake C1 lesion rats to

subsequent injections of ATP. For example, PPADS attenuated the ATP-mediated
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increase in V1 (8.3 £ 0.7, vs. saline + ATP: 16.4 + 1.5 ml/kg; p = 0.001), fr (100 £ 9, vs.
saline + ATP: 145 + 5 breaths/min; p = 0.001) and Ve (839 + 115, vs. saline + ATP:
2,386 + 239 ml/kg/min; p = 0.001) (Figs. 2B-E). Bilateral injection of MRS2179 into
the RTN also attenuated the ATP-mediated increase in V1 (6.8 £ 1; p = 0.001), fr (112
+ 12; p = 0.001) and Ve (788 £ 235; p = 0.001) (Figs. 2B-E). Considering that
application of a selective P2Y1 receptor agonist into the RTN increased breathing in
urethane-anesthetized animals (Wenker et al.,, 2013), we performed additional
experiments to confirm that P2Y1 receptors were effectively blocked under our
conditions, i.e we tested effects of MRS2179 on the respiratory responses elicited by
injection of a specific P2Y1 receptor agonist (MRS2365) into the RTN. We found that
the increase in cardiorespiratory effects elicited by the unilateral RTN injection of
MRS2365 (100 uM, 100 nL) was blunted by the prior injection of the P2Y1 antagonists
MRS2179. For example, unilateral blockade of the P2Y1 receptors abolish the increase
in V1 (4.8 £ 0.2, vs. saline + MRS2365: 9.4 + 1.4; p = 0.016), fr (91 £ 9, vs. saline +
MRS2365: 148 + 2; p = 0.001) and Ve (432 £ 28, vs. saline + MRS2365: 1,392 + 194

ml/kg/min; p = 0.014) (data not showed).

Purinergic signaling in the RTN regulates cardiorespiratory responses to
hypercapnia in awake rats.

To determine if purinergic signaling in the RTN region contributes to CO»-
induced cardiorespiratory responses in awake rats, we tested the effects of 7% CO. on
cardiorespiratory activity under control conditions and after RTN injections of PPADS.
As previously described, under control conditions exposure to hypercapnia (7% COg,
21% O», balanced with N) increased V1 (13.1 + 4.5, vs. resting 7.4 £ 1.8 ml/kg; teo) =
94,000, p = 0.001), fr (128 * 14, vs. resting 84 + 11 breaths/min; teo) = -8,435 p =

0.001) and VE (1,695 * 654, vs. resting 627 £ 168 ml/kg/min; te2) = 78,000, p = 0.001)
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(Figs. 3A-C) (Takakura et al., 2013, Takakura et al., 2014, Damasceno et al., 2014).
Also consistent with previous data from urethane-anesthetized rats (Wenker et al., 2012,
Wenker et al., 2013), bilateral RTN injections of PPADS (5 mM) reduced CO2-induced
changes in V1 (8.7 £ 0.6 vs. saline: 13.1 + 1.3 ml/kg; tue) = 2.295, p = 0.036) and Ve
(1,027 + 89, vs. saline: 1,695 + 189 ml/kg/min; tue) = 36.000, p = 0.049) in awake rats
(Figs. 3A-C). However; contrary to evidence from anesthetized rats (Wenker et al.,
2012), PPADS had no effect on the hypercapnia tachypneic response of awake rats (118
*+ 4, vs. saline: 128 + 4 breaths/min; taes) = 1.553, p = 0.140). Furthermore, unlike
previous data from intact anesthetized rats (Wenker et al., 2012), we find that injections
of PPADS into the RTN of C1 lesion animals did not significantly affect the CO»-
induced MAP (102 + 5, vs. saline 112 + 4 mmHg; tas) = 1.679, p = 0.114) and HR
response (390 + 9 vs. saline 409 + 12 bpm; tus) = 1.071, p = 0.301) (Figs. 3D-E).
Bilateral RTN injections of MRS2179 (100 uM) had no effect on cardiorespiratory
responses to CO> (Figs. 3A-E). All the data suggest that P2 receptors, at the level of the
RTN, contribute to the CO2 chemosensory control of breathing in awake and

anesthetized rats (Wenker et al., 2012, Sobrinho et al., 2014).

Purinergic signaling in the RTN differentially regulates cardiorespiratory
responses to hypoxia in awake rats.

To determine whether purinergic signaling in the RTN contributes to
cardiorespiratory responses to hypoxia in awake rats, we tested effects of hypoxia on
cardiorespiratory activity under control conditions and after RTN injections of PPADS
or MRS2179. Under control conditions, exposure to hypoxia (7% O, balance N2)
increased V't (7.7 £ 2, vs. resting 5.8 = 2 ml/kg; teo) = -2,250, p = 0.036), fr (125 + 17,
vs. resting 97 * 25 breaths/min; tpo) = -3,375, p = 0.003) and Ve (968 + 344, vs. resting

555 + 239 ml/kg/min; teo) = -3,416, p = 0.002) (Figs. 4A-C). We found that bilateral
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RTN injections of PPADS (5 mM) decreased hypoxia-induced changes in V1 (6 £ 0.5,
vs. saline: 10.2 + 1 ml/kg; tas) = 4.670, p = 0.001) and Ve (651 + 151, vs. saline: 1,147
+ 330 ml/kg/min; tu3) = 15.000, p = 0.003) (Figs. 4A and C); however; contrary to the
chemically (potassium cyanide) induced hypoxic response of anesthetized rats (Wenker
et al., 2012, Wenker et al., 2013), PPADS had no effect on the hypoxia tachypneic
response of awake rats (137 £ 9, vs. saline: 125 + 5 breaths/min; ti3) =-0.938, p=0.37)
(Fig. 4B). Injections of MRS2179 into the RTN had no effect on the ventilatory
response to hypoxia (Figs. 4A-C). In addition, 10 minutes exposure to acute hypoxia did
not change MAP and HR (Figs. 4D-E) differently from anesthetized preparation
(Gourine et al., 2005b, Wenker et al., 2012). Contrary to previous evidence from
anesthetized rats with intact C1 regions (Wenker et al., 2012), MAP and HR responses
to hypoxia were not affected by application of PPADS or MRS2179 into the RTN (Figs.
4D-E). These results suggest that purinergic signaling contributes to hypoxia activation

of RTN chemoreceptors.

Cardiorespiratory responses to bilateral injections of P2 receptor antagonist
outside the RTN region

Results from rats that received injections of P2 antagonist in sites outside the
RTN were analyzed to confirm the specificity of the RTN region as the site where the
purinergic antagonists injections produce the effects reported in the present study. Most
of the injections, located outside the RTN region (5 out of 9), reached the
rostroventrolateral medulla, including the presympathetic neurons and the expiratory
Botzinger neurons (RVLM/BO6tC). Some injections (4 out of 9) were located in the
parapyramidal region or in the lateral aspect of the ventrolateral medulla, close to the

spinal trigeminal nucleus (Fig. 5F).
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PPADS (5 mM, 100 nL, n= 5) bilaterally injected into the RVLM/BG6tC or in the
parapyramidal region or in the spinal trigeminal nucleus did not change MAP, HR and

breathing at resting or during central chemoreflex activation (hypercapnia) (Figs. 5A-E).

Discussion

Our results showed that blockade of P2 receptors, at the level of the RTN region,
were able to reduce respiratory responses elicited by hypercapnia and hypoxia in
unrestrained awake adult rats. Our evidence also suggests that P2Y1 receptors in the
RTN are not required for respiratory responses to hypercapnia or hypoxia. These results
show for the first time that purinergic signaling in the RTN region contributes to central

and peripheral chemoreceptor control of breathing in awake animals.

Technical considerations

An important limitation of our study is that RTN injections of ATP, which
elicited strong cardiorespiratory responses in unrestrained awake adult rats, likely
affected a larger distribution of cells as compared to endogenous purinergic signaling.
In addition, RTN injections of P2-receptor blockers may have also affected purinergic
signaling in nearby respiratory centers. For example, our injections sites were located
approximately 500-800 pm from the ventral respiratory column, which contains a
network of respiratory neurons (pre-Botzinger complex and the ventral respiratory
premotor neurons) that are responsible for generating and shaping of the respiratory
rhythm, as well as neurons responsible for transmitting this rhythm to spinal
motorneurons (MNSs) (Duffin and van Alphen, 1995, Janczewski et al., 2013, Feldman
et al., 2013). The respiratory and other neurons in the ventrolateral medullary formation

in rat typically have dendrites that spread no further than 200 um from their cell bodies
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in the rostrocaudal direction but exceptions (up to 500 um spread) are not uncommon
(Schreihofer and Guyenet, 1997). Furthermore, dendritic arborizations of some
inspiratory MNs and pre-MNs extended beyond the border, resulting in an arrangement
implying synaptic connections/integration outside the cell body nucleus. An important
implication is that the functional extent of the pre-BotC defined by somatodendritic
architecture encompasses a much larger reticular formation region than defined solely
by cell body locations (Koizumi et al., 2008). Therefore it is conceivable that neurons
located from 500 up to 800 um caudal to the center of the injection sites might have
been affected to various degrees by injections into the RTN.

Another important issue that we must have taken into consideration is the high
concentration of the PPADS used in the present study. At concentrations higher than 50
uM, PPADS can certainly antagonize glutamatergic transmission (Burnstock, 2007).
However, the dose of PPADS used in the present study (5 mM) was chosen based on
the literature and from previous studies from our group (de Paula et al., 2004, Moraes et
al., 2011, Wenker et al., 2012, Wenker et al., 2013, Sobrinho et al., 2014). The dose of
PPADS used was able to block the ED50 of ATP in the ventrolateral medulla. In
addition, we also showed that the combination of PPADS with the broad spectrum
ionotropic glutamatergic antagonist kynurenic acid produced a further blockade of the
respiratory effects elicited by hypoxia (Wenker et al., 2013) which suggest that the dose
of PPADS used was not enough to block all the glutamatergic receptors, especially in
vivo experiments. Finally, the work by Braccialli and colleagues (Braccialli et al., 2008)
indicate that the glutamatergic transmission within the NTS is involved in the
modulation of the baseline respiratory rate but not in the tachypneic response to
chemoreflex activation, while the purinergic signaling at the level of the NTS,

apparently is not playing a role in any of these two conditions. However, we cannot rule
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out an interaction of glutamate and ATP at the level of the ventrolateral medulla on the
modulation of breathing and future studies are necessary to better evaluate the crosstalk

between glutamate and purines.

Anti-DBH-Saporin is selective to catecholaminergic C1 neurons

All experimental groups received the bilateral injection of the anti-DBH-Saporin
toxin within the RTN region to eliminate the nearby blood-pressure regulating C1
neurons. It is well known that C1 neurons are located very close to the chemosensitive
RTN neurons (Takakura et al., 2008, Abbott et al., 2009), and so any approach to study
RTN function using microinjections would certainly also affect C1 neurons.

Further, since C1 neurons also express purinergic receptors (Yao et al., 2000,
Yao and Lawrence, 2005, Korim et al., 2012, Moraes et al., 2011) including P2Y1
receptors (Wenker et al., 2013), it would be difficult to distinguish effects of purinergic
signaling on RTN and C1 neurons in intact animals. Our C1 lesion model made this
distinction  possible. Injections of anti-DBH-Saporin effectively eliminated
catecholaminergic C1 neurons without affecting the Phox2b-expressing RTN
chemoreceptors in the region. However, non-catecholaminergic neurons present in the
RTN region are retained in our C1 lesion model. These cells are known to provide
excitatory input to sympathetic preganglionic neurons, however, the majority of
bulbospinal VLM neurons with putative sympathoexcitatory function are the C1

neurons (Schreihofer and Guyenet, 1997).

Contribution of purinergic signaling into the RTN during hypercapnia
Bilateral injections of P2 receptors antagonists into the RTN of adult awake

unrestrained rats decreased the ventilatory response to CO». These results are consistent
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with previous evidence showing that direct application of PPADS in the ventral surface
also decreased the hypercapnic ventilatory response of anesthetized rats (Sobrinho et al.,
2014, Wenker et al., 2012, Gourine, 2005). The former studies showed dramatic
reductions in both amplitude and frequency of the phrenic nerve activity after exposure
to high levels of CO:; after delivery of P2 blockers into the RTN. Unlike the above
studies, we observed only reduction in tidal volume which leads to changes in minute
volume after exposure to hypercapnia. These results are consistent with the possibility
that CO»-dependent drive from the RTN primarily regulates tidal volume in
unanesthetized animals (Nattie et al., 2001, Takakura et al., 2013). The suggestion that
RTN neurons may control tidal volume was first proposed by Dr. Nattie laboratory in
the mid 1990s (Li and Nattie, 1995, Li et al., 1999) based on observations that
acidification of the RTN with acetazolamide produced changes in tidal volume without
modification of the respiratory frequency. It is likely that CO2/H*-induced changes in
respiratory frequency are controlled by neurons located more caudal in the ventral
respiratory column region, and we believe that some of these neurons are depressed due
to the anesthesia or in reduced (artificially perfused) preparations (Wenker et al., 2012,
Sobrinho et al., 2014, Moraes et al., 2012).

It is becoming evident that CO.-evoked ATP release from RTN astrocytes
contributes to neural mechanisms of respiratory activity (Gourine et al., 2010, Kasymov
et al., 2013, Teschemacher et al., 2015). P2X and P2Y receptors subunits are expressed
by respiratory neurons in the ventral respiratory column, including the RTN (Yao et al.,
2001, Gourine et al., 2003, Funk, 2013, Wenker et al., 2013). In the present study, we
show that ATP stimulates activity of RTN neurons in the awake unrestrained animals by
a P2 receptor dependent mechanism. These results are in agreement with evidence from

anesthetized rats that showed that microinjection of ATP into the RTN increased
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breathing in conjunction with a more mild increase in blood pressure. Both responses
could be blocked by P2-receptor antagonists, thus further supporting the possibility that
purinergic signaling in the ventrolateral medulla can modulate the activity of respiratory
chemoreceptors (Thomas and Spyer, 2000, Gourine, 2005, Huckstepp et al., 2010,
Wenker et al., 2012, Sobrinho et al., 2014) and presympathetic neurons in the VLM
(Wenker et al., 2013). In addition, application of ATP potentiates respiratory frequency
in rhythmically active in vitro preparations from neonatal rats (Lorier et al., 2004).

Bilateral injections of PPADS into the RTN of adult unrestrained awake rats
decreased the ventilatory response to CO> by 37%. These results are entirely consistent
with previous evidence showing that application of PPADS onto the RTN also
decreased the hypercapnic ventilatory response in anesthetized rats by ~30% (Gourine,
2005, Wenker et al., 2012). Injections of the P2Y1 antagonist MRS2179 into the RTN
did not change the increase in breathing mediated by hypercapnia, suggesting that P2Y1
receptors are not necessary for CO»-dependent ventilatory responses in either awake
unrestrained (present results) or anesthetized animals (Wenker et al., 2012).

We also found that hypercapnia had no noticeable effect on blood pressure in
unrestrained awake rats. It is well established in anesthetized rats that hypercapnia
produces biphasic changes in blood pressure, i.e., hypotension followed by
hypertension. The initial hypotension probably results from a direct effect of CO, on
vasculature smooth muscle cells and then a compensatory activation of sympathetic
activity allows blood pressure to recover to near control levels during hypercapnia, and
accounts for the increase in arterial pressure observed at the end of the hypercapnia
episode (Moreira et al., 2006, Takakura and Moreira, 2011, Takakura et al., 2011).
Injection of PPADS into the RTN region decreased the sympathetic-mediated pressure

response to hypercapnia, suggesting a role of purinergic signaling in regulation of
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vascular tone during hypercapnia. Our evidence that hypercapnia has no noticeable
effect on blood pressure in unrestrained awake rats is somewhat unexpected, but there
are several issues that should be taken into consideration when interpreting these results.
First, the experiments described here were performed in unanesthetized awake rats,
whereas most previous studies used urethane-anesthetized rats. This is an issue because
urethane may affect the neural processing of several physiological functions, including
changes of the synaptic mechanisms in the brainstem at the level of the nucleus of the
solitary tract, where the second order neurons are involved in the classical neural control
of blood pressure (Accorsi-Mendonca et al., 2007). However, this possibility remains
speculative and in need of further investigation. Second, studies performed in
anesthetized animals typically also vagotomized their animals to prevent any influence
of the mechanical ventilation in the breathing output, whereas for experiments in awake
animals the vagus nerve is kept intact. RTN neurons receives inhibitory inputs from the
central pattern generator (Guyenet et al., 2005) and are inhibited by the activation of
slowly adapting lung stretch receptors (SARs) through vagus nerve projections (Moreira
et al., 2007, Takakura et al., 2007). Third, it is also possible that anesthetics directly
affect ion channels contributing to vascular CO»- reactivity, however, this possibility

remains speculative.

Contribution of purinergic signaling into the RTN during hypoxia

Several experimental models have shown that P2 receptors expressed by
CO2/H*-sensitive RTN neurons contribute to central chemoreflexes (Spyer and Thomas,
2000, Gourine, 2005, Gourine et al., 2010, Wenker et al., 2012, Wenker et al., 2013,
Sobrinho et al., 2014). It is also known that purinergic signaling contributes to

cardiorespiratory responses elicited by peripheral chemoreceptor activation (Gourine et
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al., 2005b, Moraes et al., 2011). Here, we add to this evidence by showing that
purinergic signaling in the RTN contributes to peripheral chemoreceptor mediated
respiratory responses in awake rats.

Respiratory mechanisms driven by peripheral chemoreflex activation are still
controversial, in particular, the contribution of purinergic signaling between the nucleus
of the solitary tract (NTS) and the RVLM, which includes the presympathetic neurons
and RTN chemoreceptors neurons. Previous data showed that the pathway between the
NTS and VLM region during peripheral chemoreflex activation involves the well-
known excitatory glutamate neurotransmission, but also a purinergic transmission
which is presumably mediated by P2Y1 receptors (Aicher et al., 1996, Stornetta et al.,
2002, Takakura et al., 2006, Wenker et al., 2013). Here we show that bilateral
application of P2 receptor blockers in the RTN decreased the hypoxic ventilatory
response in awake unrestrained rats. These results are supported by studies in awake
P2X2-deficient mice, which showed a respiratory depression during hypoxia (Rong et
al., 2003). These results complement the data presented here and suggest that ATP
acting presumably via P2X2 receptors within the RTN region during hypoxia challenge.
During hypoxia, ATP will activate the primary chemosensory site (carotid body) to
stimulate the afferent terminals which convey information about oxygen levels to the
respiratory centers in the VLM (Funk, 2013). Therefore, we believe that ATP will be
involved in the following chain of events: carotid body activation by low levels of O2
stimulates carotid sinus nerve terminals by sending information to the second-order
neurons into the NTS; these second-order neurons will activate the respiratory neurons
located in the ventral respiratory group (Alvares et al., 2014, Rong et al., 2003, Wenker
et al., 2012, Wenker et al., 2013). We also showed that the P2Y1 blocker did not change

the ventilatory response to hypoxia in awake unrestrained rats. However, we have
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recently published a study showing that P2Y1-receptors control activity of
presympathetic C1 neurons (Wenker et al., 2013). Although these receptors do not
influence cardiorespiratory responses to hypercapnia or hypoxia, injection of a P2Y1-
receptor agonist into the C1 region mimicked effects of peripheral chemoreceptor
activation by increasing breathing and blood pressure (Wenker et al., 2013, Wenker et
al., 2012). Our evidence that blockade of P2Y1 in the RVLM did not affect the
ventilatory response to hypoxia is not surprising since our experimental group had a
lesion in the C1 neurons. In light of our evidence that P2Y1 receptors expressed on C1
cell mediate the peripheral chemoreceptor pressure response, we propose that
differential expression of P2 receptors throughout the ventrolateral medulla could allow
for parallel processing of respiratory and cardiovascular components during hypoxia
challenge.

Although previous (Takakura et al., 2006, Takakura et al., 2013, Gourine et al.,
2005b) and present results show that the RTN contributes to the acute ventilatory
response elicited by hypoxia, evidence also indicates that RTN neurons may
temporarily come off line after several minutes of hypoxia due to respiratory alkalosis
(Basting et al., 2015). If hypoxia is maintained for days compensatory metabolic
acidosis will bring arterial pH back down and RTN neurons will again contribute to

peripheral chemoreceptor drive to breath.

Conclusions

In summary, the present results add to a growing body of evidence suggesting
that purinergic signaling is important for respiratory function by showing that P2
receptors expressed by RTN neurons contribute to chemical drive to breathe in awake

unrestrained adult rats (Fig. 6). It is well established that purinergic signaling
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contributes to autonomic and respiratory control by various mechanisms at several
levels of the CNS (Wenker et al., 2012, Wenker et al., 2013, Moreira et al., 2015,
Gourine et al., 2009). Disruption of the drive to breath is thought to contribute to
mortality of certain pathologies, including sudden infant death syndrome (SIDS), stroke
and epilepsy (Kinney et al., 2009, Massey et al., 2014, Davis et al., 2013). Additionally,
in obstructive sleep apnea (OSA), the increase in the peripheral chemoreceptor
sensitivity leads to a sympathoexcitation contributing to certain forms of hypertension
and heart failure (Narkiewicz et al., 1999, Schultz et al., 2007).

In recent years, purinergic signaling has been proposed to be an excellent system
to target for therapies of numerous pathologies, mainly due to novel pharmacological
agents being developed. (Jacobson and Boeynaems, 2010, Burnstock, 2014, Marina et
al., 2013). Based on our recent data, we have proposed that P2-receptors could represent
a therapeutic target for the treatment of respiratory diseases in which the chemosensory
mechanisms are sensitized (Wenker et al.,, 2013). Most of the new purinergic
pharmacological agents are ATP analogues and do not cross the blood brain barrier,
making them less practical for use in the CNS, but better pharmacology, combined with
further understanding of the specific purinergic receptor subtypes and signaling
pathways involved in chemoreflex control by RTN may allow for novel therapeutic

strategies for respiratory diseases.
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Figure legends

Figure 1: Injection of anti DBH-SAP into the RVLM selectively destroys C1
neurons.

A-B) photomicrographs at the level of the RVLM (-11.6 mm from Bregma) from
control group (A) and anti-DBH-SAP group (B) of animals. Black arrows represent the
Phox2b-positive neurons and white arrows represent the TH-positive neurons. C1
neurons were identified immunohistochemically as TH-positive neurons. RTN neurons
were identified immunohistochemically as TH-negative and Phox2b-positive neurons.
C-F) photomicrographs show normal TH and Phox2b immunolabeling in the nearby A2
(C-D) and A5 (E-F) regions. G-H) average number of TH*/Phox2b™ neurons per section
from 10 rats. Counts were made in 1 in 6 series of 40 um coronal sections. I) average
number of Phox2b*/TH™ neurons. Scale bar in F represents 100 um in figure A-B; 400
um in figure C-D and 200 um in figure E-F. Abbreviations: cc, central canal; Gr, gracile
nucleus; XII, hypoglossal nucleus; LSO, lateral superior olive. * different from control

group (p < 0.05), n = 5/group of rats.

Figure 2) Purinergic blockade blunted the cardiorespiratory effects of ATP
injections into RTN region in awake rats.

A) Photomicrograph of a coronal section showing the site of a unilateral injection in the
RTN (arrow). B) Recordings showing the effect of PPADS (5 mM - 100 nL) and
MRS2179 (100 pM - 100 nL) into the RTN region on changes in arterial pressure (AP)
and inspiratory and expiratory flows induced by ATP (10 mM - 100 nL) injection.
Changes in (C) tidal volume (Vr, ml/kg), (D) respiratory frequency (fr, breaths/min)
and (E) minute volume (Ve, ml/kg/min) elicited by ATP injection in the RTN region

during saline, PPADS or MRS2179 injections into the RTN. Scale in A = 200 pm.
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Abbreviations: py, pyramidal tract; 7, facial motor nucleus; * different from resting; +

different from saline + ATP (p < 0.05); n = 6-12/group of rats.

Figure 3) PPADS, but not MRS2179, into the RTN reduced the effect of
hypercapnia on breathing in awake rats.

Changes in (A) tidal volume (V1, ml/kg), (B) respiratory frequency (fr, breaths/min),
(C) minute volume (Ve, ml/kg/min), (D) mean arterial pressure (MAP, mmHg) and (E)
heart rate (HR, bpm) elicited by hypercapnia (7% CO3) in animals that received saline,
PPADS or MRS2179 injections into the RTN. F) Photomicrograph of a coronal section
showing bilateral injections in the RTN and the computer-assisted plots of the center of
the injection sites revealed by the presence of dye (coronal projection on plane Bregma -
11.6 mm of the Paxinos atlas (Paxinos & Watson, 1998)). Abbreviations: py, pyramidal
tract; Sp5, spinal trigeminal tract; 7, facial motor nucleus. Arrows indicate injection
sites. Black dots represent the injections sites into the RTN and white dots represents
the misplaced injections. Scale bar is 1 mm. *different from saline; (p < 0.05); n = 5-

10/group of rats.

Figure 4) PPADS, but not MRS2179, into the RTN reduced the effect of hypoxia
on breathing in awake rats.

Changes in (A) tidal volume (V1, ml/kg), (B) respiratory frequency (fr, breaths/min),
(C) minute volume (Ve, ml/kg/min), (D) mean arterial pressure (MAP, mmHg) and (E)
heart rate (HR, bpm) elicited by hypoxia (8% O) in animals that received saline,
PPADS or MRS2179 injections into the RTN. *different from saline; (p < 0.05); n = 5-

10/group of rats.
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Figure 5) PPADS into the RVLM did not change the effect of hypercapnia on
breathing in awake rats.

Changes in (A) tidal volume (V1, ml/kg), (B) respiratory frequency (fr, breaths/min),
(C) minute volume (Ve, ml/kg/min), (D) mean arterial pressure (MAP, mmHg) and (E)
heart rate (HR, bpm) elicited by hypercapnia (7% CO3) in animals that received saline,
or PPADS injections into the RVLM. F) Photomicrograph of a coronal section showing
bilateral injections in the RVLM and the computer-assisted plots of the center of the
injection sites revealed by the presence of dye (coronal projection on plane Bregma -
12.3 mm of the Paxinos atlas (Paxinos and Watson, 1998). Abbreviations: Amb,
nucleus ambigus; py, pyramidal tract; 10, inferior olive; Sp5, spinal trigeminal tract.
Arrows indicate injection sites. Black dots represent the injections sites into the RVLM
and white dots represent the misplaced injections. Scale bar is 1 mm. n = 5/group of

rats.

Figure 6) Contribution of the purinergic signaling in the RTN region to
chemosensory control of breathing.

Signals from central or peripheral chemoreceptors may affect the activity of several
medullary areas, including the RTN, NTS and the ventral respiratory neurons (VRC),
which affect motorneurons to respiratory muscles. The excitatory drive of ventrolateral
medulla neurons operates via a direct glutamatergic and/or purinergic input from caudal
NTS neurons and via a di-synaptic input that relays via the intrinsically chemosensitive
neurons of RTN (Moreira et al., 2006, Takakura et al., 2006, Wenker et al., 2013). On
the other hand, an essential step for hypercania-induced breathing is activation of RTN
neurons which in turn send excitatory signals to activate the VRC neurons, possibly by

purinergic signaling (Wenker et al., 2012, Wenker et al., 2013, Alvares et al., 2014). In
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addition, ATP release by astrocytes may be a calcium-dependent exocytotic process
triggered by intracellular acidification and/or a leak through connexin channels (Cx26
primarily) opened by molecular CO. via carbamylation (Huckstepp et al., 2010).
Abbreviations: ATP, adenosine triphosfate; CB, carotid body; Glut, glutamate; iGlut,
ionotropic glutamatergic receptors; MN, motor neuron; NTS, nucleus of the solitary
tract; P2X, ionotropic purinergic receptors; RTN, retrotrapezoid nucleus; VMS, ventral

medullary surface; VRC, ventral respiratory columm.
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SYMPOSIUM REVIEW

Independent purinergic mechanisms of central and
peripheral chemoreception in the rostral ventrolateral
medulla

Thiago S. Moreira!, Ian C. Wenker?, Cleyton R. Sobrinho!, Barbara F. Barna!, Ana C. Takakura®
and Daniel K. Mulkey*

IDepartment of Physiology and Biophysics, University of Sdo Paulo, Sio Paulo, SP 05508, Brazil
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Abstract The rostral ventrolateral medulla oblongata (RVLM) contains two functionally distinct
types of neurons that control and orchestrate cardiovascular and respiratory responses to hypo-
xia and hypercapnia. One group is composed of the central chemoreceptor neurons of the
retrotrapezoid nucleus, which provides a CO,/H"-dependent drive to breathe and serves as an
integration centre and a point of convergence of chemosensory information from other central
and peripheral sites, including the carotid bodies. The second cluster of RVLM cells forms a
population of neurons belonging to the C1 catecholaminergic group that controls sympathetic
vasomotor tone in resting conditions and in conditions of hypoxia and hypercapnia. Recent
evidence suggests that ATP-mediated purinergic signalling at the level of the RVLM co-ordinates
cardiovascular and respiratory responses triggered by hypoxia and hypercapnia by activating
retrotrapezoid nucleus and C1 neurons, respectively. The role of ATP-mediated signalling in the
RVLM mechanisms of cardiovascular and respiratory activities is the main subject of this short
review.
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Introduction

Respiratory chemoreception is the ability of an organism
to sense changes in blood gases (i.e. O,/CO,/HT) to
provide for the homeostatic control of respiratory and
cardiovascular systems and can be divided into central
and peripheral components. Central chemoreception
relies on specialized cells within the brainstem that
sense CO,/HT and output to increase breathing and
sympathetic nerve activity (Guyenet et al. 2010; Moreira
et al. 2011). Peripheral chemoreceptors of the carotid
body sense changes in O,/CO,/HT and also regulate
breathing and sympathetic outflow, via synapses through
the central nervous system (Kumar & Prabhakar, 2012). It
is well established that the rostral ventrolateral medulla
(RVLM) contains two important subsets of neurons
involved in cardiorespiratory control during the chemo-
reflexes, namely the CO,/H"-sensitive neurons of the
retrotrapezoid nucleus (RTN) that function as central
respiratory chemoreceptors (Mulkey et al. 2004; Guyenet
et al. 2010) and presympathetic catecholaminergic C1
neurons that control sympathetic vasomotor tone in
response to a number of reflexes, including the peripheral
chemoreflex (Guyenet, 2006; Guyenet et al. 2013).

The role of ATP as a neurotransmitter was first
described in the enteric nervous system several decades
ago (Burnstock et al. 1970). Since then, purinergic
signalling has been found to contribute at all levels of the
nervous system, including enteric, autonomic and central
(Burnstock, 2007). The mechanisms of ATP signalling
are equally diverse. They include many ionotropic (P2X)
and metabotropic (P2Y) receptor subtypes (Fredholm
et al. 1994), as well as varying methods of transmission,
including vesicular, volume-regulated anion channel and
gap junction hemichannel release of ATP from neuronal
and non-neuronal cells (Burnstock, 2007).

This short review addresses the role of purinergic
signalling in the RIN chemoreceptor and C1 pre-
sympathetic neuronal control of the central and
peripheral chemoreflexes. To learn more about purinergic
signalling in respiratory control, the reader is referred
to reviews by Erlichman and colleagues (2010) and
Funk (2013). In addition, this review focuses on central
purinergic mechanisms; however, purinergic signalling is
also critical peripherally in the carotid bodies (Piskuric &
Nurse, 2013).

Purinergic signalling in the RVLM: the RTN and central
chemoreception

The defining properties of central respiratory chemo-
receptors include the following: (i) intrinsic CO,/H™
sensitivity in vivo and in vitro; (ii) an excitatory
neurochemical phenotype; and (iii) projection to the
respiratory pattern generator. While there are a number
of chemosensitive respiratory neurons that are likely to
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contribute to central chemoreception (Nattie & Li, 2012),
the chemosensitive neurons of the RTN fulfil all three
of these criteria and are the focus of this review. They
are highly activated by increasing arterial Pco, in vivo,
independently of respiratory activity (Mulkey et al. 2004;
Takakura et al. 2006). Retrotrapezoid nucleus neurons
are directly activated by CO,/H', as demonstrated in
neuronal recordings from brain slices (Mulkey et al. 2004;
Onimaru et al. 2012) and acutely dissociated preparations
(Wang et al. 2013). Retrotrapezoid nucleus neurons are
glutamatergic, and their selective stimulation in vivo
results in rapid and robust breathing activity (Abbott
et al. 2009; Kanbar et al. 2010), while selective inhibition
blunts whole-animal breathing responses to hypercapnia
(Marina et al. 2010; Takakura et al. 2014), thus indicating
that RTN chemoreceptors provide an excitatory drive to
breathe.

As denoted above, at least some of the CO,/H*
sensitivity of RTN neurons is intrinsic, and this appears to
be mediated partly by TWIK-related acid-sensitive K-2
channels (TASK-2; Wang et al. 2013). However, adult
RTN neurons receive numerous excitatory and inhibitory
inputs, including polysynaptic inputs from the carotid
body, pulmonary receptors, hypothalamus, nucleus of the
solitary tract (NTS), periaqueductal grey matter, spinal
cord, dorsolateral pons and raphe nuclei (Rosin et al.
2006; Takakura et al. 2006; Moreira et al. 2007; Barna
et al. 2014). If some of these inputs are chemosensitive
themselves (e.g. carotid body inputs surely are and some
NTS inputs could be), then part of the in vivo chemo-
sensitivity of RTN neurons could be synaptically driven.
However, pharmacological blockade of excitatory inputs
has little to no effect on their CO,/H™ sensitivity in vivo,
at least in an anaesthetized, hyperoxic state (Mulkey et al.
2004), underscoring their intrinsic chemosensitivity.

In the past decade, a role for paracrine release of ATP
(i.e. purinergic signalling) in the RVLM has been found to
be crucial for proper central chemoreception (Thomas
& Spyer, 1999, 2000; Spyer et al. 2004; Gourine et al.
2005). Work from our group confirmed and extended
some of these earlier studies (Fig. 1). We found that
blocking P2 receptors in the RTN produces a reduction
in the amplitude and frequency of phrenic nerve activity
and in the pressor responses elicited by hypercapnia in
anesthetized and conscious rats (Wenker et al. 2012;
Sobrinho et al. 2014; B. E. Barna, A. C. Takakura, D. K.
Mulkey and T. S. Moreira, unpublished results). At the
cellular level, bath application of P2-receptor antagonists
blunted the CO,/H" -evoked firing rate response of RTN
neurons in brain slice recordings (Gourine et al. 2010;
Wenker et al. 2010, 2012). The contribution of purinergic
signalling to chemosensitive RTN neuronal activity was
found to be independent of temperature and stimulus
strength and was wholly retained when synaptic activity
was blocked using high-Mg**, low-Ca?* solution (Wenker
etal 2012).

© 2014 The Authors. The Journal of Physiology © 2014 The Physiological Society
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Our group also found that connexin hemichannel
blockers were effective at blunting the purinergic
component of RTN neuronal CO,/H™ sensitivity (Wenker
et al. 2012). This observation is congruent with a series of
experiments from the laboratory of Nicholas Dale, where
they demonstrated that CO,-evoked ATP release at the
ventral surface is likely to be mediated by CO,-sensitive
connexin 26 (Cx26) hemichannels (Huckstepp et al.
20104, 2010b; Meigh et al. 2013). Using ATP-sensing
microelectrodes, they found that CO,, and not H*, was
the stimulus for ATP release in brain slices containing the
ventral surface, and this process is dependent on functional
connexin hemichannels (Huckstepp et al. 2010b). In
cultured HeLa cells, transfection with Cx26 and preloading
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with ATP was enough to recapitulate the CO,-dependent
ATP release observed in brain slices (Huckstepp et al.
2010a). Furthermore, in a series of elegant molecular
studies they were able to demonstrate that CO, binds
directly to Cx26 channels, resulting in their opening
(Meigh et al. 2013).

Although the above experiments provide evidence for a
purinergic role in central chemoreception and the ability
of Cx26 to sense CO, and release ATP, major questions
remain. For instance, which cells are releasing ATP? Based
on experiments using synaptic blockade (Mulkey et al.
2004; Wenker et al. 2012), it is clear that fast chemical
synapses do not provide for the purinergic drive in the
RTN region. The common interpretation has been that

NTS
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ATP  Glut

Acid-sensitive
ion channel P2X iGlut
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Inspiration/expiration
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K “EM ‘ 02
y CO,,/ pH

Type 1 cells (glomus)
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PRV Tope 2 cells (glia-like)
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Figure 1. Schematic model of the possible medullary mechanisms involved in the control of cardio-
respiratory responses caused by raising cerebral arterial Pco, and lowering arterial Po,

Signals from central or peripheral chemoreceptors may directly or indirectly affect the activity of several medullary
areas, including the NTS, C1 region, RTN and VRC, which affect sympathetic discharge to the heart and blood
vessels and motorneurons to the respiratory muscles (Pankratov et al. 2006; Braga et al. 2007; Moraes et al.
2011; Wenker et al. 2013). An essential step for hypercapnia-induced increase in breathing is activation of RTN
neurons by CO,/HT, directly or indirectly from VMS astrocytes, which in turn send excitatory signals to activate
the VRC, either directly or through activation of metabotropic and ionotropic glutamate/purinergic receptors
in the C1 region (Takakura & Moreira, 2011; Wenker et al. 2013). Release of ATP by astrocytes may be a
calcium-dependent exocytotic process triggered by intracellular acidification and/or a leak through connexin
channels (primarily connexin 26) opened by molecular CO, via carbamylation (Huckstepp et al. 2010a, 2010b).
Signals from the RTN that activate metabotropic receptors in the C1 region may also increase sympathetic activity to
the cardiovascular system. Abbreviations: ATP, adenosine triphosphate; C1, C1 adrenergic region; CB, carotid body;
Glut, glutamate; iGlut, ionotropic glutamatergic receptors; mGlut, metabotropic glutamatergic receptors; MN,
motor neuron; NTS, nucleus of the solitary tract; P2X, ionotropic purinergic receptors; P2Y, metabotropic purinergic
receptors; RTN, retrotrapezoid nucleus; SGN, sympathetic ganglionic neurons; SPGN, sympathetic preganglionic
neurons; VLM, ventrolateral medulla; VMS, ventral medullary surface; and VRC, ventral respiratory columm.
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ATP is released by astrocytes, because astrocytes have been
found to release ATP in response to a number of different
physiological stressors (Butt, 2011; Ota et al. 2013).
Work by Gourine and colleagues (2010) demonstrated
that optogenetic stimulation of astrocytes produced ATP
release and respiratory effects when the light was directed
at the ventral surface. The investigators also found that
ATP was released in the RVLM in response to CO,/H™
stimulation, via Ca“—dependent vesicular release. The
pharmacology used to block vesicular release could
affect any cell type, and astrocyte-specific loss-of-function
experiments was not done. By itself, this leaves open
the possibility that other cell types could be responsible
for the CO,/H*-evoked ATP release. However, the ATP
release was unaffected by tetrodotoxin, a blocker of neuro-
nal action potentials, and genetically identified astrocytes
were found to elevate intracellular Ca’" in response to
CO,/H*. In addition, cultured brainstem astrocytes have
demonstrated H"-mediated ATP release (Kasymov et al.
2013). Thus, although it remains possible that ATP could
be released by other cell types, astrocytes appear to be the
likely candidates. In separate experiments, Nicholas Dale’s
laboratory also produced data supporting astrocytes as
the ATP-releasing cells (Huckstepp et al. 2010a, 2010b).
Looking at fluorescent dye uptake into cells (dyes that can
traverse Cx26 channels) during elevated CO,, they found
that it mostly co-localized with glial fibrillary acid protein,
a marker for astrocytes (Huckstepp et al. 2010b). However
compelling the apparent CO,-dependence of these data,
it is of course only correlative, and future studies will
require cell-specific loss of function, as has been done in
the cortex (Lalo et al. 2014), to confirm that astrocytes
are indeed responsible for the purinergic drive to
breath.

Another open question is, by what mechanism(s) does
purinergic signalling alter the function of RTN chemo-
sensitive neurons? For example, purinergic receptor sub-
types and downstream cellular mechanisms of membrane
depolarization (e.g. ion channels) are incompletely under-
stood. Based on the purinergic agonist profile described by
Mulkey and colleagues (2006), RTN neurons are excited
by direct activation of P2Y receptors and inhibited by
indirect activation (i.e. via interneurons) of P2X receptors.
However, based on the purinergic antagonist profile of
the CO,/H™ responses of neurons in the RVLM, Gourine
and colleagues (2010) suggested that the receptors might
be of the P2X variety. The former case may be open to
some contention because newer, more subtype-selective
pharmacological agents have since been developed for
purinergic receptors (Fredholm et al. 1994). Our group’s
only results using these agents show that P2Y1 receptors
(for a review of purinergic receptor subtypes see Fredholm
et al. 1994) do not contribute to CO,/H™ sensitivity of the
RTN (Wenker et al. 2012), although, serendipitously, they
do regulate the activity of local catecholamine neurons
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in the RVLM (see next section; Fig. 1). The use of
the ever-improving purinergic pharmacology and cell
specific loss-of-function genetics will no doubt improve
our understanding of purinergic mechanisms in central
chemoreception.

Purinergic signalling in the RVLM: the C1 neurons and
the peripheral chemoreflex

The increased sympathetic outflow elicited by peripheral
chemoreceptors is mediated primarily by activation of the
presympathetic neurons of the RVLM, the majority of
which are CI neurons (Fig. 1; Guyenet et al. 2013). In
support of this idea, selective lesion of the C1 neurons
with dopamine-B-hydoxylase-conjugated saporin toxin
virtually abolishes the sympathoexcitatory response
to peripheral chemoreflex activation (Schreihofer &
Guyenet, 2000). The cardiorespiratory effects of peri-
pheral chemoreceptors are mediated in part by direct
glutamatergic inputs from the NTS to Cl neurons.
Indirect pathways also exist, and the best documentation
is a di-synaptic input that relays via the chemosensitive
neurons of the RTN (Koshiya et al. 1993; Sun & Reis,
1995; Paton et al. 2001; Moreira et al. 2006; Takakura et al.
2006; Takakura & Moreira, 2011).

In addition to glutamatergic neurotransmission, the
C1 neuronal activity can be modulated by purinergic
signalling, both by exogenous agonists and endogenously,
during autonomic reflex control. In studies from the
last two decades, spinally projecting RVLM neurons were
found to express P2Y and P2X receptors functionally (Sun
et al. 1992; Ralevic et al. 1999), and activation of these
receptors in the RVLM also increases cardiorespiratory
parameters (i.e. fictive breathing and blood pressure)
in anaesthetized rats (Ralevic et al. 1999). Later, it was
purported that these P2X receptors were important for
RVLM reflex control of cardiorespiratory function. For
example, inhibition of P2X receptors within the ventro-
lateral medulla blunted the ventilatory but not the pressure
response elicited by peripheral chemoreceptor activation
in conscious rats (Moraes et al. 2011). The interpretation
that P2X receptors are responsible is based on the relatively
low pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2',4'-disulfonate
concentration used, which in vivo is dubiously selective
over P2Y receptors. Nevertheless, if it is true, this
could be explained by P2X receptor expression on
nearby RTN chemoreceptor neurons (Gourine et al.
2010) or by differential expression of P2X and P2Y
receptors amongst RVLM neurons (as in Ralevic et al
1999).

More recently, a role for P2Y signalling in C1 neuro-
nal control of the peripheral chemoreflex has been put
forward by our group. Specifically, we found that P2Y1
receptors are robustly expressed by C1 neurons but not by

© 2014 The Authors. The Journal of Physiology © 2014 The Physiological Society
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nearby RTN chemoreceptors in vitro (Wenker et al. 2013).
This was determined by the fact that action potential
firing of CO,/H-sensitive (i.e. RTN chemosensitive)
neurons in this region were unaffected by application
of a P2Y1-specific agonist, whereas CO,/H™ -insensitive
neuronal firing was greatly increased. In addition, many
of these CO,/H" -insensitive, P2Y1-expressing neurons
were immunoreactive for tyrosine hydroxylase, a marker
for C1 neurons in this region. The expression of P2Y1
receptors by C1 neurons was confirmed in vivo by showing
that the cardiorespiratory responses induced by P2Y1
agonist injection in the RVLM were blunted in C1-lesioned
animals (Wenker et al. 2013). Additionally, selective
inhibition of P2Y1 receptors in the RVLM decreased peri-
pheral chemoreceptor-mediated activation of breathing
and sympathetic outflow. Importantly, this did not change
cardiorespiratory outflow during baroreflex or RVLM
stimulation, indicating that pharmacological blockade
of P2Y1 receptors does not directly alter excitability of
Cl1 cells and that ATP is released during the chemo-
reflex to stimulate P2Y1 receptors (Wenker ef al. 2013).
Corroborating this idea, we found that approximately
60% of caudal NTS neuron varicosities in the RVLM
are immunoreactive for both vesicular glutamate and
nucleotide transporters (VGLUT2 and VNUT; Wenker
et al. 2013), which at other central synapses are sufficient
machinery to allow for ATP and glutamate co-release
(Gordon et al. 2009).

Together, these results suggest that peripheral chemo-
receptor drive is relayed, in part, by ATP and glutamate
co-release from NTS neuron terminals acting on P2Y1
and ionotropic glutamatergic receptors expressed on Cl
neurons (Fig. 1). Interestingly, this purinergic mechanism
appears to be distinct from those involved in RTN chemo-
reception. By this, we mean that although ATP is released
in the RVLM during the central CO, chemoreflex, P2Y1
receptors do not appear to influence the cardiorespiratory
effects of this reflex (Wenker et al. 2013), Of course, this has
been tested only in anaesthetized hyperoxic conditions.
It is known that while central and peripheral chemo-
reflexes operate via separate sensors, they do influence
the activity of one another (Blain et al. 2010). Thus, in
different conditions (i.e. CO,/O; levels or conscious state)
it is possible that the P2 receptors in the RVLM could
contribute to central-peripheral chemoreflex interactions.

Finally, it is important to point out that astrocytes
in the RVLM are capable of releasing ATP to affect Cl
neurons. Optogenetic stimulation of astrocytes within
the ventrolateral medulla excites presympathetic Cl
neurons via an ATP-dependent mechanism (Marina et al.
2013). This is particularly interesting because evidence
exists that glial cells release ATP in response to various
stimuli, including hypoxia (Aley et al. 2006), and hypoxia
produces ATP release in the RVLM (Gourine et al. 2005).

© 2014 The Authors. The Journal of Physiology © 2014 The Physiological Society
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Thus, depending on the conditions, purinergic signalling
of a number of varieties could co-ordinate the output of
RVLM neurons.

Conclusions and clinical perspectives

In this review, we have discussed a number of independent
purinergic mechanisms of RTN and C1 neurons that
influence breathing and autonomic control of the
chemoreflexes. It is not surprising that purinergic
signalling is so important in this region, because it
contributes to autonomic control via varying mechanisms
at several levels of the nervous system, both peripherally
and centrally (Gourine et al. 2009).

The central and peripheral chemical drive to breathe is
associated with several widespread autonomic disorders.
Deficits in central chemical drive are associated with
central sleep apnoea, a debilitating disease with few
therapies besides constant positive airway pressure
(Dempsey et al. 2014). In addition, disruption of the drive
to breath is thought to contribute to mortality of certain
pathologies, including sudden infant death syndrome,
stroke and epilepsy (Kinney et al. 2009; Davis et al.
2013; Massey et al. 2014). Finally, in obstructive sleep
apnoea, certain forms of hypertension and heart failure,
the sensitization of peripheral chemoreceptor drive,
particularly the sympathetic component, is observed, and
this overactivity is thought contribute to the pathology
(Narkiewicz et al. 1999; Schultz et al. 2007).

In recent years, purinergic signalling has been proposed
to be an excellent system to target for therapies of
numerous pathologies (Jacobson & Boeynaems, 2010;
Burnstock, 2014), mainly due to novel pharmacological
agents being developed. As more detailed understanding
of the purinergic mechanisms involved in the chemical
drive to breath is uncovered, it may be possible to treat
the aforementioned pathologies with the newly developed
purinergic agents. Recent work by Marina and colleagues
(2013) demonstrates the utility of targeting purinergic
mechanisms by transducing an ectonucleotidase, which
breaks down ATP, in the RVLM to treat a rat model
of heart failure (Marina et al. 2013). Based on our
recent data, we have proposed that P2Y1 receptors could
represent a therapeutic target for the treatment of cardio-
respiratory diseases in which the peripheral chemoreflex is
sensitized (Wenker et al. 2013). Most of the new purinergic
pharmacological agents are ATP analogues and do not
cross the blood-brain barrier, making them less practical
for use in the central nervous system. It is therefore
imperative that brain-permeable agents are developed
(Burnstock, 2008). Better pharmacology, combined with
further understanding of the specific purinergic receptor
subtypes and signalling pathways involved in chemoreflex
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control by RTN and C1 neurons, may allow for novel
therapeutic strategies for cardiorespiratory diseases.
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