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RESUMO

BARNA, B. F. O bloqueio purinérgico no nucleo retrotrapezodide (RTN)
atenua as respostas respiratérias promovidas pela ativagcdo 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 é um processo neural essencial para a homeostasia do organismo
humano, o qual regula os niveis de O, e CO; no sangue. Evidéncias sugerem
que o ATP mediando a sinalizacdo purinérgica no bulbo ventrolateral rostral
(RVLM) contribui para o controle quimiorrreceptor central e periférico regulando
a pressao arterial e a respiracdo. Dessa maneira, neurbnios do nicleo
retrotrapezoide (RTN) agem como quimiorreceptores centrais que em parte
respondem ao ATP liberado pelo aumento de CO;, por meio da ativacdo de
receptores P2 ainda desconhecidos, regulando a respiracdo, e 0S neurdnios
catecolaminérgico C1 regulam as respostas de pressao arterial a ativacdo dos
quimiorreceptores periféricos por um mecanismo dependente de receptor P2Y.
No entanto, as potenciais contribuicdes da sinalizacdo purinérgica, no RTN, na
funcdo cardiorrespiratéria em animais ndo anestesiados ainda ndo foram
testadas. Neste estudo mostramos que a injecado unilateral de ATP no RTN
promoveu aumento da atividade cardiorrespiratéria por um mecanismo
dependente de receptores P2. Mostramos também que as inje¢des bilaterais,
no RTN, do bloqueador de receptor P2 ndo especifico (PPADS), mas ndo de
receptores especificos P2Y (MRS2179), reduziu a resposta ventilatéria a
hipercapnia (7% CO,) e hipdxia (8% O;) em ratos ndo anestesiados. Além
disso, a aplicagdo da adenosina (ADO) no RTN atenuou o aumento da
ventilacdo 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 é rapidamente metabolizado em ADO,
esta teria uma agao no balanco da resposta quimiorreceptora no RTN.

Palavras-chave: ATP. Vias autbnomas centrais. Respiracéo. 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, Sdo Paulo, 2015.

Excitatory drive from peripheral and central chemoreceptors ensures adaptive
changes in the respiratory and cardiovascular output in response to changes in
COz 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% O5,)
in unanesthetized awake rats. Conversely, bilateral injections of a specific
P2Y1-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.



1 INTRODUCAO

1.1 A Respiragao

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 respiracdo ao nascimento, e a morte
guando a mesma cessasse. Apenas no IV e V séculos a.C., Hipdcrates
renovou o conceito de respiracdo como funcdo de resfriamento do coracao, ja
gue 0 mesmo seria 0 6rgdo mais importante do corpo humano. Ainda assim, as
teorias sobre a respiracdo 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 respiracdo comecou
a emergir através de estudos que eram interessados na quimica dos gases
(GREER; FUNK, 2013).

Entre os gases que compdem o ambiente, o dioxido de carbono (COy)
foi uma descoberta revolucionaria, o que determinou a participacdo de gases
em reacdes quimicas; assim como outros gases que faziam parte do ar
ambiente como o oxigénio (O2) e nitrogénio (N2) (WEST, 2014). Com a
descoberta dos processos de fermentacdo, putrefacdo, combustdo e a propria
respiracdo foi possivel determinar bioquimicamente as rea¢des 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 mitocondria; e b) a respiracdo externa a qual era
designada pela entrada e saida de gases dos pulmdes. Dessa maneira, a unido
de ambos processos respiratérios temos que a respiracdo teria como obijetivo
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 remocao 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 é



promovido devido a troca gasosa no mecanismo de difusdo dos gases entre os
alvéolos e o sangue. Assim, para que este processo ocorra de maneira
adequada existe um fino e complexo controle do sistema nervoso central
(SNC), o qual promove a regulacdo da respiracdo (FELDMAN et al.,, 2013;
GREER; FUNK, 2013).

A respiracdo € um movimento estereotipado que consiste em duas
fases: a inspiragao que consiste na entrada de ar e a expiragao que consiste na
saida do mesmo. A renovacdo constante do gas alveolar € assegurada pelos
movimentos do térax. Durante a inspiracdo, a cavidade toracica aumenta de
volume e os pulmbes se expandem para preencher o espaco deixado. Com o
aumento da capacidade pulmonar e queda da presséo no interior do sistema, o
ar ambiente € 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 ativacdo 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 transec¢des em varios niveis do tronco encefalico. Transecgdes
realizadas entre as regidbes da ponte e do bulbo preservaram a atividade do
nervo frénico (inervacdo do principal musculo inspiratorio: diafragma),
demonstrando que regifes caudais a transeccao eram importantes na geracao
da respiracdo. Quando as transeccOes foram realizadas entre o bulbo e a
medula espinal, foi possivel observar a inibicdo da atividade do nervo frénico.
Dessa maneira, esses experimentos classicos foram os primeiros a demonstrar
a importancia da regiao bulbar no controle da respiracdo (LEGALLOIS, 1812,
LOESCHCKE, 1982).

Apds estes estudos mais robustos, diversos estudos foram realizados a
fim de desvendar os neurbnios envolvidos no controle da respiracao.
Evidéncias experimentais indicam que 0s neurdnios respiratérios localizados no
grupo respiratorio ventral (GRV) apresentam um papel dominante na geracao
do ritmo e do padrao respiratério basal (BIANCHI et al., 1995; FELDMAN; DEL
NEGRO, 2006). Este grupamento € subdividido em 4 regifes funcionalmente

distintas e orientadas no sentido rostro-caudal: i) complexo Bétzinger (B6tC),



regido que contém neurbnios expiratérios e considerada fundamental para a
atividade expiratoria passiva; ii) complexo pré-Botzinger (pré-BotC), grupo de
inter-neurénios considerados como essenciais para a geracao da atividade
inspiratéria; iii) porcdo rostral do grupo respiratério ventral (GRVr), o qual
contém neurbnios pré-motores inspiratorios) e iv) por¢cdo caudal do grupo
respiratorio ventral (GRVc), o qual contém neurénios bulboespinhais
expiratorios (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 nacleo retrotrapezoide (RTN), dispostos rostralmente ao BOtC e ventral ao
ndcleo motor do facial também tem sido considerado importante no contexto da
atividade respiratéria. Essa regido possui neurbnios envolvidos: a) na
quimiorrecepgao central (detecgdo dos niveis de CO,/H" do sangue e do liquor)
que modulariam a atividade dos neurbnios do GRV (GUYENET, 2014; MARINA
et al., 2010; MULKEY et al., 2004; TAKAKURA et al., 2014; TAKAKURA et al.,
2008); b) na inspiracéo 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
respiragdo, uma porcao restrita, localizada na regidao dorsal do bulbo, que
compreende a regidao do nucleo do trato solitario (NTS), possui grupamentos de
neurbnios inspiratérios e expiratérios 0s quais constituem o grupo respiratério
dorsal (GRD). Apesar do seu papel na geracdo do ritmo respiratorio basal
ainda ndo estar completamente esclarecido, estudos mostram que estes
neurbnios do GRD apresentam uma importante funcdo modulatéria sobre os
neurdnios 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 modulacédo da atividade respiratéria como,
por exemplo, os nicleos serotonérgicos da Rafe, localizados na linha mediana
do tronco encefalico (DEPUY et al, 2011; RICHERSON, 2004), os
grupamentos catecolaminérgicos pontinos A5 e A6 (BIANCARDI et al., 2008;
TAXINI et al., 2011), o nucleo fastigial do cerebelo (MARTINO et al., 2006) e os
neurdnios orexinérgicos do hipotalamo (DENG et al., 2007; WILLIAMS et al.,
2007).
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Figura 1. Figura esquematica representando as conexf6es 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 modulag&o do ritmo
respiratorio. Abreviacdes: ATP, adenosina trifosfato; [Ca*’], concentracdo do ion
célcio; KF, Kdlliker-Fuse; pFRG, nucleo parafacial; RTN, ndcleo retrotrapezoéide; B6tC,
complexo Botzinger; pré-BotC, complexo pré-Botzinger; rVRG, grupo respiratorio
ventral rostral; cVRG, grupo respiratorio ventral caudal; Post-l, neurénios pos-
inspiratorios; Aug-E, neurdnios expiratérios em aumento; Early-l, neurénios
inspiratorios na fase inicial; Pre-1, neurdnios pré-inspiratorios.



1.2 Regulacdo da ventilacdo e a quimiorrecepcao

Em 1905, Haldane e Priesty (HALDANE; PRIESTLEY, 1905),
observaram que a regulacédo da ventilacdo pulmonar ocorria devido a variacao
dos niveis de CO, no organismo. Eles chegaram a esta conclusdo através de
observacbes em que quando o CO» aumentava, ocorria um aumento da
ventilacdo, ao passo que o contrario também era verdadeiro (HALDANE;
PRIESTLEY, 1905). Assim, o CO, emergiu como um fator determinante da
ventilacdo. Corroborando com este dado, é possivel comparar a regulagdo da
presséo parcial de CO, (Pacoz) com a presséo parcial de O, (Paog) no sangue
nas alteracfes respiratérias e observar que pequenas variagcbes na Pacoy
levam a grandes variacfes na ventilacdo, enquanto somente em valores muito
baixos, a Pao, € 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 carbdnico
que como um A&cido instavel se dissocia em bicarbonato e prétons H'. O
aumento de producdo de prétons 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 regulacédo do CO; e pH deve ser muito precisa e requer mecanismos
muito refinados pois para suprir a demanda metabdlica do organismo é
necessario equilibrio entre a producédo e excre¢cdo de CO, a fim de manté-lo
constante. Um dos principais mecanismos desta regulacdo € o quimiorreflexo,
o controle quimico da respiracdo (FELDMAN et al., 2003; GUYENET et al,,
2010; NATTIE; LI, 2012a).

O controle da ventilagédo ocorre basicamente da seguinte maneira. Os
centros respiratérios localizados na ponte e no bulbo recebem informacdes do
cortex cerebral, o qual controla a respiracdo de forma voluntaria. Os
quimiorreceptores periféricos e centrais controlam a respiracdo de forma
automatica ou involuntaria por meio de reflexos que por sua vez informam os
centros respiratorios. Estes dltimos 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 ventilacdo 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, 0s quais transmitem esta informacéo ao
SNC por meio das aferéncias do nervo vago e nervo glossofaringeo. Os
quimiorreceptores periféricos estdo localizados estrategicamente no arco
aortico e na bifurcacao 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 | sdo embriologicamente similares a neurbnios. S&o
estruturas extremamente pequenas, mas com fluxo sanguineo elevadissimo,
cerca de quarenta vezes o fluxo sanguineo do encéfalo. Também possuem
metabolismo elevado, 0 que caracteriza essas células como especializadas,
pois qualquer alteracdo quimica no sangue, sdo capazes de percebé-las de
maneira rapida, devido seu alto fluxo sanguineo, e transformar a energia
guimica 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 queda de O, visto que aumentam sua frequéncia de atividade
frente a uma andxia, mas também respondem a quedas de pH e aumentos da
Paco2. Os mecanismos pelos quais as células glomus percebem estas
alterages quimicas cuiminam no fechamento de canais de K*, o qual promove
a despolarizacdo da mesma originando a transmissao sinaptica ao SNC por
meio da primeira estagdo 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 Pacop. Estes também estdo estrategicamente
localizados préximos 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 ventilacdo era reduzida sugerindo a presenca de neurGnios 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 os mecanismos neurais envolvidos na quimiorrecepcao
central (GUYENET, 2014; MULKEY et al., 2004; MULKEY; WENKER, 2011,
NATTIE, 2011; TAKAKURA et al., 2006).

A primeira hipétese postula que a quimiorrecepcao central estaria
distribuida em todo sistema nervoso central (SNC) no qual muitos seriam os
neurdnios candidatos envolvidos. Dentre eles, podem-se incluir o0s
grupamentos monaminérgicos (adrenérgicos e serotonérgicos), neurbnios
localizados na superficie ventrolateral do bulbo, neurbnios localizados no NTS,
neurbnios da medula espinal, neurbnios orexinérgicos do hipotalamo e
neurdnios 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 neurdnios que influenciariam
o0 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
variacbes no pH e também mediante sua excitacdo ou inibicdo (BAYLISS et al.,
2001; FELDMAN et al., 2003; KAWA| 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 (neurénios serotonérgicos, adrenérgicos, orexinérgicos,
entre outros) produzem efeitos na excitabilidade neuronal, em especial nos

neurbnios responsaveis pelo ritmo ventilatério.



A segunda hipotese ¢é chamada de “teoria quimiorreceptora
especializada”, (GUYENET, 2014; GUYENET, BAYLISS, 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 neurbnios responsaveis pelo ritmo respiratério
ndo sao sensiveis ao pH, mas recebem projecdes de grupamentos
especializados de neurbnios excitatorios e localizados em regides estratégicas
do tronco encefalico que seriam os quimiorreceptores centrais (GUYENET,
2014; NATTIE, 2011; NATTIE; LI, 2012a; RICHERSON, 2004). Essa
informacédo esta baseada em varias evidéncias da literatura desde meados da
década de 90 que mostraram que: a) um pequeno grupamento de neurdnios
localizados na superficie ventrolateral do bulbo projeta-se anatomicamente,
fazendo conexdes sinapticas com os neurénios da coluna respiratoria ventral
(regido que contém os neurbnios pré-motores que controlam os muasculos
respiratorios) (DOBBINS; FELDMAN, 1994) e b) os neurbnios dessa regido
possuem atividade intrinseca, isto €, sua atividade é independente do
funcionamento dos neurbnios responsaveis pela geracdo do ritmo e padréo
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 Hipoventilagdo 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; DUBREULL et al., 2009). Ela é caracterizada por uma completa perda da
quimiorrecepgdo central, mas com a manutencdo da respiracdo voluntaria e
também durante situacbes 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 respiragcdo voluntaria
relativamente normal constitui uma evidéncia de que 0s neurbnios

responsaveis pelo ritmo respiratério devem estar funcionando normalmente. Se



0s neurbnios responsaveis pelo ritmo respiratorio estdo intactos e existe uma
perda da quimiossensibilidade, a quimiorrecepcdo central ndo pode ser
atribuida aos neurbnios responsaveis pelo ritmo ventilatério. Da mesma
maneira, sugere-se que 0s neurbnios serotonérgicos ndo sao capazes de
detectar mudancas no pH, pois a formagdo desses neurbnios nao é
dependente da expressdo do gene PHOX2B. O gene PHOX2B nado esta
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 quimiorrecepcdo central (BRUNET;
PATTYN, 2002). A SHCC apresenta grande evidéncia de que a
quimiossensibilidade central estaria limitada em regides especializadas na qual
0 gene PHOX2B estaria expresso. A expressdao 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
neurénios do RTN ou no modelo experimental de mutacdo do gene PHOX2B

em camundongos (Phox2b?@a*

) promove respostas ventilatérias reduzidas
durante a ativagdo do quimiorreflexo central, desenvolvendo graves episodios
de apnéia central (DUBREUILL et al., 2009; RAMANANTSOA; GALLEGO, 2013;
RUFFAULT et al., 2015).

Ademais, existem inumeras evidéncias a favor da teoria dos
quimiorreceptores especializados e como principal sitio quimiorreceptor, o
nlcleo retrotrapezdide (RTN), pois esta regido do encéfalo apresenta as
seguintes caracteristicas: a) o0 RTN possui projecfes 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 & mudangas 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
mutacdo, leva a Sindrome da Hipoventilagdo Congénita Central (SHCC)
(AMIEL et al., 2003); e) regido de elevada expressdo de células gliais, em
especial os astrocitos (GOURINE et al., 2010; HUCKSTEPP et al., 2010;
SOBRINHO et al., 2014); f) possui alta imunorreatividade para a proteina Fos
apos a exposicdo ao CO;, (BARNA et al., 2014) e g) ativacdo seletiva dos



neurbnios Phox2b promove um aumento da atividade respiratoria (ABBOTT et
al.,, 2011; ABBOTT et al., 2009). Todas estas caracteristicas candidatam o RTN
como quimiorreceptor central, ndo somente pelas caracteristicas de deteccao
dos niveis de CO, e H", mas também como uma regido integradora de diversos
nicleos 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 hipoxia, as quais primordialmente ativam o0s
quimiorreceptores periféricos e que por sua vez se comunicam com 0 NTS,
este se projeta para o RTN e por consequente com a coluna respiratoria ventral
a fim de aumentar a ventilacdo (TAKAKURA et al., 2006).

Por fim, a terceira teoria preconiza a participacdo de células da glia
(astrocitos) no processo de quimiorrecepcao 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 O0S
astrocitos seriam 0s primeiros grupamentos celulares a detectar alteracdes de
aumento de CO, e queda de pH, promovendo a liberacdo de
neurotransmissores a fim de ativar os neurdnios do RTN e dessa maneira
aumentar a ventilagdo. 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 quimiorrecepcdo central. Com estes
estudos, estdo emergindo propostas quanto aos mecanismos moleculares que
poderiam ser 0s 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
Pacoz, pH e Paoz, bem como controlar o fluxo sanguineo local para garantir
que as exigéncias metabdlicas sejam cumpridas. Em regifes especificas do
tronco encefélico surgem diversos estudos que especulam a especializacdo da
neuroglia na quimiossensibilidade, via gliotransmissédo, influenciando a
atividade de redes respiratérias centrais e contribuindo para o controle
homeostatico dos gases sanguineos (FUNK, 2013; GOURINE; KASPAROV,
2011; GOURINE etal., 2010; GUYENET, 2014; MULKEY; WENKER, 2011).



Do ponto de vista de que um papel primario das células da glia é
controlar a composicao do fluido extracellular no SNC, uma série de processos
astrociticos sdo susceptiveis de influenciar a quimiorrecepgdo central. Esses
incluem a manutencdo da homeostase de K* e a possivel liberacdo de lactato
aos neurdnios (incluindo os neurdnios 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 sodio, levando a acidificacdo extracelular e a
amplificacdo do estimulo hipercapnico, como ja descrito no NTS (ERLICHMAN,;
LEITER, 2010). De uma perspectiva de processamento de informacdo 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; GOURINE et al.,
2010; GUYENET, 2014; GUYENET et al.,, 2010; MULKEY; WENKER, 2011;
WENKER et al., 2010; WENKER et al., 2012).

1.3 Sinalizacao purinérgica no nucleo retrotrapezéide

Atualmente, estudos da literatura vém mostrando maior importancia da
glia na quimiorrecepcao 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 sinalizagdo 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 liberacdo de adenosina trifosfato (ATP) na superficie ventral do
bulbo, demonstrando uma participacdo da molécula ATP, antes vista apenas
como energética, no processo da qumiorrecepcao central (GOURINE et al.,
2010; GOURINE et al., 2005; HUCKSTEPP et al, 2010). Ha evidéncias
emergentes de que os astrécitos sdo a fonte do componente purinérgico para
0os neurbnios quimiossensiveis do RTN (GOURINE et al., 2010; HUCKSTEPP
et al,, 2010; WENKER et al., 2010). No entanto, a contribuicdo do ATP para a



quimiorrecepcdo em animais ndo anestesiados ainda é questionavel e os
mecanismos desta modulacdo purinérgica no RTN ndo sao 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
quimiorrecepcdo dos neurbnios do RTN é totalmente dependente da
sinalizagdo purinérgica. O mesmo estudo também sugeriu que a sinalizacdo
purinérgica nos neurénios do RTN é dependente do Ca®* extracelular. A
acidificacéo foi capaz de desencadear ondas de Ca®" que se propagaram entre
0s astrocitos da superficie ventral do bulbo levando ao aumento da atividade
respiratéria (GOURINE et al., 2010). Por outro lado, experimentos do nosso
laboratério 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 ventilatdrias promovidas pelas alteragbes dos niveis de CO,/H"
(MOREIRA et al, 2015; SOBRINHO et al., 2014; WENKER et al., 2010;
WENKER et al., 2012). Aléem disso, 0 mecanismo no qual a liberacdo de ATP
promovida pelo aumento do CO, no RTN parece ser mediada pela passagem
direta de juncbes de hemicanais de uma maneira independente de Ca®
(HUCKSTEPP et al., 2010). Ademais, resultados obtidas em uma preparacgéo in
situ mostrou que a sinalizacdo purinérgica parece nao contribuir para a
resposta ao CO, dos neurdnios do grupo respiratorio parafacial (pFRG)/RTN de
ratos recém-nascidos (ONIMARU; DUTSCHMANN, 2012).

Em estimulos hipoxicos (queda da Pagpy), sabe-se da participacdo dos
neurbnios quimiossensiveis do RTN através 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 neurfnios
quimiossensiveis do RTN, que por sua vez se comunicam com a coluna
respiratéria 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
utiizacdo de bloqueadores de receptores P2Yla (MRS2179) no bulbo
ventrolateral rostral, regido na qual se insere o RTN, o qual reduziu a resposta



respiratoria frente a hipéxia (WENKER et al, 2013). Ainda, outros estudos
mostram a participacdo purinérgica na coluna respiratéria dorsal e ventral
durante a hipoxia (ALVARES et al., 2014; BRACCIALLI et al., 2008; FUNK,
2013; FUNK et al., 2015); no entanto pouco se sabe especificamente da
participacdo do componente purinérgico no RTN no quimiorreflexo periférico.

Mais recentemente, Angelova e colaboradores mostraram a participacao
dos astrécitos 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 é 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 detec¢éo de O,
no SNC. O sensor de hipoxia localizado em células gliais residiria na
mitocondria onde o oxigénio deve ser consumido. Assim, em situagcdes de
quedas fisiologicas na Papp, a respiracdo mitocondrial astrocitica é inibida
levando a sua despolarizacdo produzindo radicais livres, ativacdo da
fosfolipase C e receptores IP3; com liberacdo de Ca™ dos estoques
intracelulares. O aumento na [Ca*?’} gerada pela hipéxia nos astrécitos
sinalizariam para a fusdo dos compartimentos vesiculares que contém ATP.
Este mecanismo resultante de condi¢cdes de baixo O, produziria um aumento
na atividade respiratéria mesmo na auséncia dos quimiorreceptores periféricos
(ANGELOVA et al., 2015).

Assim, a sinalizacdo 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 neurdnio-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, Aza, A2 € A3) 0S
quais estdo acoplados a proteina G. Os receptores A, sdo estimulatérios em
guanto que os receptores A; e Az 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

neurbnios, os receptores P1 foram também identificados nos astrocitos e como



funcdo regulatéria, a adenosina via receptores A, foi identificada por suprimir o
influxo de Ca*? promovido por ativacdo de receptores P2X e P2Y (ALLOISIO et
al., 2004; NOBILE et al., 2003).

Ainda, em situacOes de hipoxia, a ativacdo de receptores de adenosina
em células gliais parece mediar muitos efeitos protetores sobre os neurdnios
circundantes (VERKHRATSKY et al., 2009). Durante a hipdxia transitéria, os
astrocitos podem contribuir para a regulagdo da transmissdo sinptica
excitatéria atraveés da liberacdo de adenosina agindo sobre os receptores Al, o
que promoveria uma reducdo na liberacdo do transmissor pré-sinaptico
(BJORKLUND et al., 2008).

Dessa maneira, parece ser de extrema importancia a participacao da
sinalizacdo 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 respiratorias

exercida pela ativacdo dos quimiorreceptores centrais e periféricos.



2 CONCLUSAO

Em resumo, os presentes resultados adicionam a um grupo crescente de
evidéncias na literatura sugerindo que a sinalizacdo purinérgica é importante
para a funcdo 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 sinalizacao
purinérgica por meio do ATP e adenosina na quimiorrecepcao (Fig. 10). Esta
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).
Alteracdes 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, 0 aumento da
sensibilidade dos quimiorreceptores periféricos promove um aumento da
atividade simpatica, o que contribui para algumas formas de hipertensao 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 0s receptores P2 poderiam representar
um alvo terapéutico para o tratamento de doencas respiratérias, em que 0S
mecanismos de quimiorrecepcao estejam prejudicados. Essas propostas ainda
sdo incipientes, pois a maioria dos agentes farmacol6gicos purinérgicos sao
anadlogos ao ATP e, portanto, ndo atravessam a barreira hematoencefalica, o
que 0s 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 respiratorias.
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Figura 11. Contribuicdo da sinalizacdo purinérgica na regido do RTN para
o controle quimico darespiracao.

A) Sinais originados da quimiorrecepc¢édo central ou periférica influenciam a atividade
de varias areas do bulbo, incluindo o RTN, NTS e a coluna respiratéria ventral (VRC),
0s quais transmitem informagfGes para neur6nios motores (MN) que inervam o0s
musculos respiratérios. A atividade excitatoria dos neurdnios do bulbo ventrolateral
atuam via sinalizacdo glutamatérgica e purinérgica mediada pelas projecdes 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 € a ativacdo dos neurdnios do RTN, via sinalizac&o
purinérgica, que por sua vez se projeta para a coluna respiratdria ventral via sinais
excitatérios (ALVARES et al., 2014; WENKER et al., 2012; WENKER et al., 2013).
Este mecanismo ocorre também pela participagéo 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
situacBes de hipdxia (ANGELOVA et al., 2015). A figura em menor aumento localizada
a direita ilustra que o ATP promove a estimulagdo dos neurbnios do RTN em
receptores P2. Frente a um processo enzimatico, o ATP é rapidamente metabolizado
em adenosina (ADO), que por sua vez parece agir em receptores inibitérios (Al) a fim
de gerar um balangco entre a excitacdo e a inibicdo nos neurdnios do RTN.
Abreviacdes: Al, receptor acoplado a proteina G; para adenosina; ADO, adenosina;
ADP, adenosina difosfato; ATP, adenosina trifosfato; CB, corpusculo carotideo; Glut,
glutamato; iGlut, receptor glutamatérgico ionotrépico; MN, neurdnio motor; NTS,
nucleo do trato solitario; P2X, receptor purinérgico do tipo 2 ionotrépico; RTN, ndcleo
retrotrapezoide; VMS, superficie ventral do bulbo; VRC, coluna respiratoria ventral.
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