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RODRIGUES, Karla Lima. Caracterização das atividades autonômicas e 

respiratórias na preparação in situ de camundongos submetidos à hipóxia mantida. 

2021. 77 f. Dissertação (Mestrado em Fisiologia) – Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto/SP, 2021. 

 

A hipóxia sustentada (HM) em ratos induz excitação simpática e hipertensão devido 

às alterações no acoplamento simpático-respiratório. No entanto, não há dados 

consistentes sobre o efeito da HM em camundongos devido aos diferentes 

protocolos de hipóxia e às dificuldades associadas ao manuseio desses roedores 

em diferentes condições experimentais. Além disso, registros na preparação in situ 

de nervos autonômicos e respiratórios em camundongos HM ainda não foram 

realizados. Nesse contexto, no presente estudo nós avaliamos os padrões 

cardiovasculares e respiratórios de camundongos submetidos ao protocolo de HM, 

bem como as respostas cardiovasculares desses roedores à ativação do 

quimiorreflexo. Camundongos C57BL/6J (7 - 8 semanas, ~ 22g) foram submetidos 

ao protocolo controle (normóxia) ou HM (24h, FiO2 0,1 - 10%). Ao final do protocolo 

de HM ou controle, os camundongos foram profundamente anestesiados com 

isoflurano, seccionados subdiafragmaticamente, exsanguinados, eviscerados e 

descerebrados pré-coliculamente. Os camundongos foram então colocados em uma 

câmara de registro para a preparação coração tronco encefálico isolados (WHBP) e 

a aorta descendente foi cateterizada e perfundida com aCSF. Esse cateter também 

foi usado para registrar a pressão de perfusão. Além disso, os nervos frênico (PN), 

abdominal, (AbN), vago cervical (cVN) e simpático torácico (tSN) foram dissecados e 

suas atividades foram registradas usando um eletrodo de vidro bipolar. Os 

resultados mostraram que a frequência basal de disparo do NF (DNF) foi 

significativamente reduzida em camundongos HM (n=11) em relação aos 

camundongos do grupo controle [n=26 (0,69 ± 0,06 vs 1,13 ± 0,10 Hz, P=0,0154)]. A 

incidência de expirações ativas (Late-E) na atividade AbN em camundongos HM 

(n=10) foi significativamente aumentada em relação ao grupo controle [n=20, (83,3 ± 

7,7 vs 24,3 ± 8,0%, P<0,0001)]. A duração da expiração em camundongos HM 

(n=11) foi maior do que no grupo controle [n=22, (1,13 ± 0,16 vs 0,67 ± 0,07s, 

P=0,0002)] devido a um aumento na duração da pós-inspiração (0,78 ± 0,12 vs 0,35 
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± 0,04s, P=0,0032) e pré-inspiração (0,26 ± 0,12 vs 0,08 ± 0,02s, P=0,0432). A 

atividade do tSN no grupo HM (n=10) foi significativamente reduzida durante a 

expiração final (E2) em comparação com o grupo controle (n=16) (19,0 ± 4,3 vs 39,7 

± 4,2%, P=0,0203). Os nossos resultados indicam que no protocolo de HM de 24h, 

os camundongos apresentam expiração ativa e fase expiratória mais longa na 

WHBP. Além disso, mudanças no padrão respiratório foram associadas a um 

aumento do tônus parassimpático e redução da atividade simpática na fase E2 do 

ciclo respiratório. Esse desequilíbrio autonômico favorece o componente 

parassimpático o que pode explicar por que camundongos não desenvolvem 

hipertensão em resposta à HM. 

 

 

Palavras-chave: hipóxia; camundongo; resposta cardiovascular e respiratória; 
quimiorreceptores; expiração ativa; atividade parassimpática; atividade simpática; 



Abstract 

ABSTRACT 

 

RODRIGUES, Karla Lima. Autonomic and respiratory profiles of mice in in situ 

preparation submitted to short-term sustained hypoxia. 2021. 77 p. Dissertation 

(Master in Physiology) – Ribeirão Preto Medical School, University of São Paulo, 

Ribeirão Preto, State of São Paulo, 2021. 

 

Short-term sustained hypoxia (SH) in rats induces sympathetic overactivity and 

hypertension due to changes in the sympathetic-respiratory coupling. However, there 

is no consistent data about the effect of SH on mice due to the different protocols of 

hypoxia and difficulties associated with the handling of these rodents under different 

experimental conditions. In situ recordings of autonomic and respiratory nerves in SH 

mice have not been performed yet. C57BL/6J mice (7-8 weeks old, ~22g) were 

submitted to control (normoxia) or SH protocol (24h, FiO2 0.1 – 10%). At the end of 

SH or control protocol, mice were deeply anesthetized with Isoflurane, sectioned sub-

diaphragmatically, exsanguinated, eviscerated and decerebrated precollicularly. Mice 

were then placed into a recording chamber for the in situ working heart-brainstem 

preparation (WHBP), in which the descending aorta was catheterized and perfused 

with ACSF. This catheter was also used to record the perfusion pressure. In addition, 

phrenic (PN), abdominal, (AbN), cervical vagus (cVN) and thoracic sympathetic (tSN) 

nerves were dissected and their activities were recorded using bipolar glass 

electrode. We observed, that the baseline PN discharge (PND) frequency was 

significantly reduced in SH mice (n=11) in relation to the control group [n=26, (0.69 ± 

0.06 vs 1.13 ± 0.10 Hz, P=0.0154)]. The incidence of Late-E bursts in AbN activity in 

SH mice (n=10) was significantly increased in relation to control group [n=20, (83.3 ± 

7.7 vs 24.3 ± 8.0%, P<0.0001)]. The duration of expiration in SH mice (n=11) was 

longer than in control group [n=22, (1.13 ± 0.16 vs 0.67 ± 0.07s, P=0.0002)] due to 

an increase in the duration of post-inspiration (0.78 ± 0.12 vs 0.35 ± 0.04s, 

P=0.0032) and pre inspiration (0.26 ± 0.12 vs 0.08 ± 0.02s, P=0.0432). tSNA in the 

SH group (n=10) was significantly reduced during late-expiration (E2) compared with 

the control group [n=16, (19.0 ± 4.3 vs 39.7 ± 4.2%, P= 0.0203)]. The data are 

showing that in response to 24-h SH protocol, mice presented active expiration and 

longer expiratory phase in the WHBP. Furthermore, the changes in the respiratory 

pattern were associated with an increase in parasympathetic tone and reduction in 
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the sympathetic activity in the E2 phase of the respiratory cycle. This autonomic 

imbalance favoring the parasympathetic component may explain why mice do not 

develop hypertension after SH.  

 

 

Keywords: hypoxia; mice; cardiovascular and respiratory responses; 

chemoreceptors; active expiration, parasympathetic activity, sympathetic activity. 
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Figura 1: Representação esquemática dos núcleos pontinos e bulbares responsáveis pelo 

controle autonômico e respiratório e suas respostas à ativação do quimiorreflexo periférico. A 

diminuição na pressão parcial de oxigênio do sangue arterial (PaO2) ativa os quimiorreceptores 

periféricos, localizados no corpúsculo carotídeo, levando a despolarização de neurônios aferentes 

que levam essa informação da periferia até o NTS. Os neurônios aferentes provenientes dos 

quimiorreceptores periféricos realizam sua primeira sinapse com neurônios de segunda ordem no 

NTS. Os neurônios de ordem superior do NTS enviam projeções para os neurônios pré-motores 

simpáticos do RVLM, neurônios pré-ganglionares parassimpático do NA e para neurônios do VRG. 

Em conjunto, essas regiões e núcleos do tronco encefálico promovem respostas cardiovasculares e 

respiratórias integradas as quais são caracterizadas por intensa bradicardia, simpatoexcitação (a qual 

promove vasoconstrição e aumento da força de contração do coração), taquipneia e um aumento da 

atividade dos músculos abdominais (expiração ativa ou Late-E). rNTS: núcleo do trato solitário rostral; 

iNTS: núcleo do trato solitário intermediário; cNTS: núcleo do trato solitário caudal; PBN: núcleo 

parabraquial; KF: núcleo do fuso de Kölliker; SO: oliva superior; 7: núcleo facial; nRT: núcleo retro-

trapezóide; NA: núcleo ambíguo; RVLM: medula ventro-lateral rostral; CVLM: medula ventro-lateral 

caudal; BötC: complexo de Bötzinger; Pré-BötC: complexo pré-Bötzinger; rVRG: grupamento 

respiratório ventral rostral; cVRG: grupamento respiratório ventral caudal; VRC: coluna respiratória 

ventral; LRt: núcleo reticular lateral; IML: coluna intermédio lateral.  

Figura 2: Representação esquemática da preparação in situ coração-tronco encefálico isolados 

(Modificado de Moraes et al, 2015), mostrando os registros dos nervos vago cervical (cVN), simpático 

torácico (tSN), abdominal (AbN) e frênico (PN). 

Figura 3: Esquema representativo do protocolo experimental utilizado para estímulo do quimiorreflexo 

periférico.  

Figura 4: Esquema representativo da divisão das fases do ciclo respiratório de camundongos 

submetidos a preparação in situ coração tronco encefálico isolados. Camundongos 

apresentaram um ciclo respiratório de quatro fases: Pré-inspiratória (pré-I), Inspiratório (Insp), pós-

inspiratória (Pós-I) e expiração final (E2). Em conjunto, as fases Pós-I e E2 compõem a expiração 

total, as quais são determinadas pela correlação da atividade do nervo vago cervical (cVN) e 

atividade do nervo frênico (PN). 

Figura 5: Traçados representativos dos registros da frequência cardíaca e dos registros dos 

nervos autonômicos e respiratórios basais na preparação in situ de camundongos controle e 

HM. Traçados representativos de preparações in situ de um camundongo controle (painel A) e um 

camundongo HM (painel B) mostrando a frequência cardíaca basal (FC), e atividades bruta e 

integrada (∫) dos nervos simpático torácico (tSN), nervo abdominal (AbN) nervo vago cervical (cVN) e 

nervo frênico (NF). A linha tracejada marca o início da fase Pré-I, a qual termina no começo da 

atividade em burst do NF. Insp: inspiratório, Pós-I: primeiro estágio da expiração, E2: segundo estágio 

da expiração. As setas indicam os eventos Late-E na atividade AbN.  
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Figura 6: Valores médios da frequência cardíaca e dos parâmetros respiratórios na preparação 

in situ de camundongos controle e HM. Frequência cardíaca basal (FC, painel A) do grupo controle 

(n=12) e HM (n=10). Frequência da atividade de disparo do nervo frênico (DNF, painel B) de 

camundongos do grupo controle (n=23) e HM (n=11). Incidência de eventos Late-E na atividade do 

nervo abdominal (painel C) de camundongos controle (n=20) e HM (n=11). Duração das fases do 

ciclo respiratório (painéis D e E) de camundongos controle (n=22) e HM (n=11). Insp: Inspiração, Exp: 

expiração total, Pós-I: primeiro estágio da expiração, E2: segundo estágio da expiração e Pré-I: pré-

inspiração. * Diferente entre fases do mesmo grupo. # diferente em relação ao grupo controle 

(p<0,05). Teste t não pareado (painel A-C) e ANOVA de uma via para comparar fases no mesmo 

grupo e ANOVA de duas vias para comparar as diferenças entre os grupos (painéis D e E).  

Figura 7: Valores médios da atividade dos nervos vago cervical e simpático torácico durante 

as fases do ciclo respiratório na preparação in situ de camundongos do grupo controle e HM. 

Atividade basal do nervo vago cervical [(% cVN, painel A, camundongos do grupo controle (n=21) e 

HM (n=11)] e atividade basal do nervo simpático torácico [(%tSNA, painel B, camundongos do grupo 

controle (n=16) e HM (n=10)] durante a fase inspiratória (Insp), post-inspiração (Pós-I) e expiração 

final (E2) dos grupos controle e HM (painel A). * Diferente entre fases do mesmo grupo. # diferente 

em relação ao grupo controle (p<0,05). ANOVA de uma via para comparar fases no mesmo grupo e 

ANOVA de duas vias para comparar as diferenças entre os grupos. 

Figura 8: Traçados representativos dos registros da frequência cardíaca e dos registros dos 

nervos autonômicos e respiratórios na preparação in situ de camundongos controle e HM 

durante o estímulo do quimiorreflexo periférico. Traçados representativos de preparações in situ 

de um camundongo controle (painel A) e um camundongo HM (painel B) mostrando a frequência 

cardíaca basal (FC), e atividades bruta e integrada (∫) dos nervos simpático torácico (tSN), nervo 

abdominal (AbN) e nervo frênico (NF). A linha tracejada vermelha marca o momento da injeção de 

KCN (20µg/50µL). 

Figura 9: Valores médios das respostas de bradicardia, autonômica simpática e respiratórias 

em resposta à ativação ao quimiorreflexo periférico na preparação in situ do grupo controle e 

HM. Alterações na frequência cardíaca (ΔFC, painel A) de camundongos do grupo controle (n=12) e 

HM (n=10). Atividade do nervo torácico simpático (tSNA, Δ%, painel B) de camundongos do grupo 

controle (n=15) e HM (n=9) em resposta a ativação do quimiorreflexo periférico. Frequência de 

disparo do nervo frênico (DNF, Hz, painel C) de camundongos do grupo controle (n=20) e HM (n=11) 

em resposta a ativação do quimiorreflexo periférico. Atividade do nervo abdominal (Abd, %, painel D) 

de camundongos do grupo controle (n=17) e HM (n=9) em resposta a ativação do quimiorreflexo 

periférico. Comparação estatística feita por meio do teste t de Student não pareado).  
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7   Núcleo facial  

AbN   Nervo abdominal 

aCFS   Fluído cerebroespinhal artificial modificado 

AOS   Apnéia obstrutiva do sono  

ATP   Adenosina trifosfato 

BötC   Complexo Bötzinger 

bpm  Batimentos por minuto 

CEUA  Comissão de ética no uso de animais na experimentação 

cNTS   Núcleo do trato solitário caudal  

cNV   Nervo vago cervical 

CVLM  Medula ventro-lateral caudal  

cVRG  Grupamento respiratório ventral caudal  

DNF   Disparos do nervo frênico 

DP   Desvio padrão 

E2   Expiração final  

FC   Frequência cardíaca 

FiO2   Fração inspirada de oxigênio  

FMRP  Faculdade de medicina de Ribeirão Preto 

fR   Frequência respiratória 

HCI   Hipóxia crônica intermitente  

HM   Hipóxia mantida  

IML   Coluna intermédio lateral 

Insp   Inspiratório   
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1. INTRODUÇÃO 
 

Independente da diversidade dos órgãos e células, um organismo tem como 

objetivo principal manter o meio interno estável em relação ao meio externo, 

promovendo desta forma o equilíbrio de todas as funções necessárias à 

sobrevivência do mesmo (CANNON, 1929; RODOLFO, 2000; COOPER, 2008; 

TORDAY, 2015; MODELL et al, 2015, PALAPARTHI, 2017). Assim, a homeostase 

corporal foi conceituada como sendo a manutenção das condições do meio interno, 

no qual todos os processos fisiológicos terão este equilíbrio como finalidade. 

(CANNON, 1929; RODOLFO, 2000; COOPER, 2008; PALAPARTHI, 2017).  

Neste sentido, uma das funções mais importantes do sistema nervoso central 

(SNC), do ponto de vista evolutivo, é a coordenação integrada de todos os sistemas 

fisiológicos, tanto sob condições ambientais normais ou condições de desafios 

fisiológicos (COSTA et al., 2014). Entre esses sistemas, merecem destaque o 

respiratório e o cardiovascular, os quais, nos vertebrados superiores, atuam em 

conjunto para captar o oxigênio do ar atmosférico e distribuí-lo juntamente com 

outros diversos nutrientes por meio do aporte sanguíneo para todas as células do 

organismo, principalmente para o cérebro e o coração (ABBOUD et al., 1976; 

ZOCCAL et al., 2009; MOREIRA et al., 2011; COSTA et al., 2014). Essa função 

cardiovascular e respiratória, essencial para a manutenção da vida, é regulada 

principalmente por núcleos pontinos e bulbares no SNC (FELDMAN & 

MCCRIMMON, 2008). 

Dentre as regiões responsáveis pela geração e modulação da atividade 

autonômica para o sistema cardiovascular, merecem destaque os grupamentos 

neuronais localizados nos aspectos ventrais da medula (RVLM, Figura 1), que 

concentram circuitos que geram e regulam a atividade simpática (PADLEY et al., 

2007), influenciando assim a função cardiovascular (MIFFLIN, 1992). Nesta 

modulação há o envolvimento de diversos mecanismos, os quais tem como objetivo 

promover um maior fluxo sanguíneo para os órgãos e tecidos em atividade, e 

também realizam uma redistribuição do sangue frente a perturbações na 

homeostasia (SMITH, 1974). O SNC participa do controle do sistema cardiovascular 

por meio de ajustes rápidos nas atividades eferentes simpática e parassimpática, os 

quais promovem ajustes na pressão arterial e na frequência cardíaca (MANCIA et 
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al., 1985; KARA et al., 2003). Esses ajustes envolvem a participação de sensores 

periféricos, os quais transmitem as informações captadas para regiões específicas 

do SNC envolvidas com o controle da atividade autonômica (MACHADO, 2001). 

Dentre os mecanismos neurais mais importantes para o controle da função 

cardiovascular e respiratória, destacam-se o barorreflexo e o quimiorreflexo 

periférico (MACHADO, 2001).  

Os quimiorreceptores periféricos são estruturas especializadas em detectar as 

alterações na pressão parcial de oxigênio do sangue arterial (PaO2) e estão 

localizados, principalmente, nos corpúsculos carotídeos (BISCOE & DUCHER, 

1990). Em situações de hipóxia, esses quimiorreceptores são estimulados e os 

potenciais de ação gerados se propagam, por meio do nervo do seio carotídeo, em 

direção ao núcleo do trato solitário [(NTS) Figura 1], desencadeando respostas 

autonômicas para o sistema cardiovascular (ROSS et al, 1985; URBANSKI & 

SAPRU, 1988; GRANATA,1994; AICHER et al., 1996; BARROS et al., 2002) e 

também respostas ventilatórias. No NTS estão localizadas as primeiras sinapses das 

aferências dos quimiorreceptores periféricos. Em situações de hipóxia os 

quimiorreceptores periféricos são ativados e, ao enviarem informações ao NTS, dão 

início ao chamado quimiorreflexo periférico. Na ativação desse reflexo, se destaca 

um pronunciado aumento da pressão arterial (excitação simpática), intensa 

bradicardia (excitação parassimpática), aumento da frequência respiratória 

[(resposta dos núcleos respiratórios) Figura 1] e uma resposta comportamental de 

exploração do ambiente (FRANCHINI & KRIEGER, 1993; BARROS et al., 2002). 

Com relação à modulação respiratória, merece destaque os grupamentos neuronais 

localizados na coluna respiratória ventral (VRC, Figura 1), como o complexo pré-

Bötzinger (pré-BötC) e Bötzinger [(BötC) Figura 1], que são as principais regiões nas 

quais se encontram os neurônios responsáveis pela geração do ritmo respiratório 

(FELDMAN & MCCRIMMON, 2008; ABDALA et al., 2009). Portanto, a superfície 

ventral do bulbo e o NTS são regiões bulbares importantes para a geração e 

integração das funções cardiovasculares e respiratórias (Figura 1). 
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Figura 1: Representação esquemática dos núcleos pontinos e bulbares responsáveis pelo 

controle autonômico e respiratório e suas respostas à ativação do quimiorreflexo periférico. A 

diminuição na pressão parcial de oxigênio do sangue arterial (PaO2) ativa os quimiorreceptores 

periféricos, localizados no corpúsculo carotídeo, levando a despolarização de neurônios aferentes 

que levam essa informação da periferia até o NTS. Os neurônios aferentes provenientes dos 

quimiorreceptores periféricos realizam sua primeira sinapse com neurônios de segunda ordem no 

NTS. Os neurônios de ordem superior do NTS enviam projeções para os neurônios pré-motores 

simpáticos do RVLM, neurônios pré-ganglionares parassimpático do NA e para neurônios do VRG. 

Em conjunto, essas regiões e núcleos do tronco encefálico promovem respostas cardiovasculares e 

respiratórias integradas as quais são caracterizadas por intensa bradicardia, simpatoexcitação (a qual 

promove vasoconstrição e aumento da força de contração do coração), taquipneia e um aumento da 

atividade dos músculos abdominais (expiração ativa ou Late-E). rNTS: núcleo do trato solitário rostral; 

iNTS: núcleo do trato solitário intermediário; cNTS: núcleo do trato solitário caudal; PBN: núcleo 

parabraquial; KF: núcleo do fuso de Kölliker; SO: oliva superior; 7: núcleo facial; nRT: núcleo retro-

trapezóide; NA: núcleo ambíguo; RVLM: medula ventro-lateral rostral; CVLM: medula ventro-lateral 

caudal; BötC: complexo de Bötzinger; Pré-BötC: complexo pré-Bötzinger; rVRG: grupamento 

respiratório ventral rostral; cVRG: grupamento respiratório ventral caudal; VRC: coluna respiratória 

ventral; LRt: núcleo reticular lateral; IML: coluna intermédio lateral.  
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O estímulo e a integração desses circuitos neuronais em uma situação de 

queda da PaO2, por meio da interação entre neurônios autonômicos e respiratórios, 

promove o acoplamento das respostas cardiovasculares e respiratórias necessárias 

para reestabelecer a homeostase frente a uma redução da PaO2. O aumento da 

ventilação tem por objetivo proporcionar uma maior eficiência do sistema respiratório 

na tentativa de promover um aumento captação de oxigênio (O2) do ar atmosférico, 

enquanto que as respostas de elevação da pressão arterial e aumento da força de 

contração do coração tem como finalidade uma melhor redistribuição do fluxo 

sanguíneo, principalmente para as circulações coronária e cerebral. Além disso, a 

bradicardia observada neste reflexo ao reduzir a atividade metabólica do coração 

promove uma redução do consumo de oxigênio pelo coração. Em conjunto, estas 

respostas, que agem de forma rápida, garantem o aporte sanguíneo bem como a 

oferta de O2 adequado aos diferentes órgãos e tecido do indivíduo frente aos 

desafios fisiológicos (MACHADO, 2001; BARROS et al., 2002; COSTA et al., 2014). 

O nosso laboratório tem se dedicado aos estudos sobre a neurotransmissão e 

a neuromodulação envolvidas no processamento dos componentes simpato-

excitatório e respiratório do quimiorreflexo no NTS e na superfície ventral do bulbo 

(incluindo o RVLM, BötC e pré-BötC). Dentre as diferentes abordagens 

experimentais utilizadas merecem destaques os modelos de ratos não-anestesiados 

e a preparação in situ coração-tronco encefálico isolados (WHBP). Estes estudos 

demostraram que existe uma modulação purinérgica e glutamatérgica das vias 

neurais do quimiorreflexo, mostrando que o glutamato e o ATP desempenham 

funções importantes nos diferentes grupamentos neuronais envolvidos nas 

respostas respiratórias e autonômicas do quimiorreflexo, tanto no NTS como nas 

diferentes sub-regiões do RVLM [(aspecto rostral – RVLM/BötC; aspecto caudal – 

RVLM/pré-BötC; Figura 1) ANTUNES et al., 2005; BRAGA et al. (2007); MORAES et 

al. 2011, 2012].   

Estudos do nosso laboratório também mostraram alterações na 

neurotransmissão dos componentes respiratório e simpático no NTS e na superfície 

ventral do bulbo em ratos submetidos à hipóxia crônica intermitente (HCI), a qual se 

caracteriza como um modelo experimental da apnéia obstrutiva do sono (AOS), um 

distúrbio gerado pela obstrução das vias aéreas superiores, levando à ativação 

recorrente do quimiorreflexo (DEMPSEY et al., 2010). Trabalhos recentes do nosso 
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laboratório demonstraram que ratos jovens submetidos a um protocolo experimental 

de HCI por 10 dias apresentam, quando comparados com animais controle, elevada 

atividade simpática basal, maior pressão arterial média e um padrão alterado de 

acoplamento da atividade simpática e respiratória, coerente com um perfil de 

expiração ativa (ZOCCAL et al., 2007a; 2008; 2009b; MORAES et al., 2013).  

De forma semelhante à HCI, estudos do nosso laboratório mostraram que ratos 

submetidos à hipóxia mantida (HM; FiO2 0,1 – 10%) por 24 horas também 

apresentaram alterações cardiovasculares e respiratórias (ZOCCAL et al., 2008; 

MORAES et al., 2014 ACCORSI-MENDONÇA et al., 2015). Além disso, é importante 

destacar que indivíduos que se deslocam a elevadas altitudes são expostos a longos 

períodos de hipóxia mantida, induzindo alterações tanto nas funções autonômicas 

quanto respiratórias desses indivíduos, com concomitante aumento da pressão 

arterial e da ventilação pulmonar. Portanto, os ajustes nas atividades respiratórias e 

autonômicas ocorrem de forma simultânea e acoplada, com a finalidade de 

promover as alterações compensatórias necessárias frente ao desafio hipóxico 

(POWELL et al., 1998; CALBET, 2003; HANSEN & SANDER, 2003; POWELL, 

2007). Os estudos do nosso laboratório realizados em ratos corroboraram e 

estenderam estas observações ao documentarem importantes alterações no 

acoplamento simpático-respiratório após os protocolos de HM, as quais parecem 

contribuir para a hipertensão arterial observada neste modelo experimental 

(MORAES et al., 2014; ACCORSI-MENDONÇA et al., 2015).  

Estudos de Moraes et al. (2014) mostraram que ratos jovens expostos à HM e 

estudados por meio da preparação in situ apresentaram padrão expiratório ativo, 

com aumento das atividades dos nervos abdominal, hipoglosso e vagal durante a 

expiração ativa (Late-E) e que estas alterações estão relacionadas a modificações 

da modulação da rede neural respiratória (BötC,e nRT). Além disso, foi observado 

na preparação in situ um aumento da atividade simpática torácica e dos níveis de 

pressão arterial nos animais acordados. Os autores sugeriram que estas alterações 

estariam associadas a um aumento da atividade neuronal dos neurônios pré-

simpáticos do RVLM durante a fase Late-E e concluíram que a HM promove a 

ativação de neurônios expiratórios, o que poderia afetar o padrão de atividade 

motora expiratória e seu acoplamento com a atividade simpática (MORAES et al., 

2014). 
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Em relação às respostas autonômicas à ativação do quimiorreflexo na 

preparação in situ coração tronco encefálico isolados (preparação in situ), estudos 

anteriores mostraram que ratos jovens submetidos à HM apresentaram: a) uma 

resposta ventilatória mais prolongada (registro direto do nervo frênico), b) um 

aumento da magnitude das respostas parassimpato-excitatória (registro do 

eletrocardiograma) e c) uma resposta simpato-excitatória (registro direto do nervo 

simpático torácico) frente à ativação do quimiorreflexo com cianeto de potássio 

(KCN). Estes resultados indicaram uma facilitação do processamento sináptico das 

respostas cardiovasculares e respiratórias à ativação do quimiorreflexo após a HM 

(ACCORSI-MENDONÇA et al., 2015). Essas observações aumentaram o nosso 

interesse em estudar as alterações cardiovasculares decorrentes da exposição à 

hipóxia, bem como entender os mecanismos envolvidos nessas alterações.  

Nos últimos anos o interesse do nosso laboratório em trabalhar com os 

camundongos aumentou devido principalmente as possibilidades que o uso dessa 

espécie proporciona em relação às diferentes modificações genéticas, as quais se 

tornaram indispensáveis para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos 

na neurotransmissão e neuromodulação da transmissão sináptica e da interação 

entre neurônios e astrócitos. Por outro lado, os resultados existentes na literatura em 

relação às alterações cardiovasculares e respiratórias de camundongos submetidos 

aos diferentes modelos de hipóxia experimental são muito variados, devido aos 

diferentes protocolos e desafios hipóxicos utilizados. Além disso, as dificuldades 

encontradas devido ao pequeno porte e ao difícil manuseio dessa espécie de 

roedores tanto in vivo como em preparações in situ tornam a análise, a comparação 

e principalmente a interpretação dos resultados bastante diversificados (PATON, 

1996a; PATON, 1996b; PATON & BUTCHER, 1998; CAMPEN et al., 2004, 2005; 

SCHWENKE et al., 2006; ISHIGURO et al., 2006; PENG et al., 2006; LIN et al., 

2007; PEARSON et al., 2007; BRAGA et al., 2008; DEMATTEIS et al., 2008; CHU et 

al., 2015; ZHANG et al., 2015; PAN et al., 2016; LEE & LIAO, 2018; ALLWOOD et 

al., 2018; TAKAHASHI et al., 2018; BARRETT et al., 2019). Neste contexto, estudos 

anteriores mostraram diferentes magnitudes nas respostas cardiovasculares 

(elevação da pressão arterial e bradicardia) em camundongos submetidos à HM 

(CAMPEN et al., 2004, 2005; SCHWENKE et al., 2006; ISHIGURO et al., 2006; 
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PEARSON et al., 2007; ZHANG et al., 2015; PAN et al., 2016; BARRETT et al., 

2018).  

Em relação ao padrão neural da atividade respiratória em camundongos, ele já 

foi descrito em estudos anteriores usando a preparação in situ coração-tronco 

encefálico (WHBP) (PATON & RICHTER, 1995; PATON, 1996a; 1996b; PATON & 

BUTCHER, 1998; STETTENER et al., 2007; 2008; 2011). Nesta condição 

experimental, os camundongos apresentam padrão respiratório eupneico e os 

reflexos cardiovasculares e respiratórios estão preservados. Em estudos anteriores, 

camundongos apresentaram um ciclo respiratório de quatro fases [pré-inspiratório 

(Pré-I), inspiratório (Insp), pós-inspiratório (Pós-I) e expiração final (E2) (PATON & 

RICHTER, 1995; PATON, 1996a; 1996b; PATON & BUTCHER, 1998; STETTENER 

et al., 2007; 2008; 2011). Diferentes grupamentos neuronais excitatórios e inibitórios 

que se autorregulam constituem uma rede neuronal respiratória, a qual participa de 

cada uma dessas fases do ciclo respiratório, incluindo a geração e a modulação do 

padrão respiratório (Figura 1). Além disso, estes estudos mostraram que há uma 

alteração dependente da idade no padrão motor respiratório destes animais. Estes 

dados in vivo e in vitro indicam que esta rede respiratória neural dos camundongos 

parece estar madura e estável a partir do 15º dia do período pós-natal e que o 

padrão respiratório é uma característica fenotípica herdada geneticamente. 

(TANKERSLEY et al, 1997; PATON & RICHTER, 1995; PATON, 1996a; PATON, 

1996b; PATON & BUTCHER, 1998; TANKERSLEY, 1999; TANKERSLEY, 2000; 

HAN & STROHL, 2000; LEE & LIAO, 2018).  

Como descrito anteriormente, os ratos jovens quando submetidos ao protocolo 

de HM apresentam alterações autonômicas e respiratórias que favorecem o 

desenvolvimento de hipertensão nestes animais (MORAES et al., 2014; ACCORSI-

MENDONÇA et al., 2015). No entanto, as atividades dos nervos frênico, abdominal, 

simpático e vago que são responsáveis pelo acoplamento simpático-respiratório e, 

consequentemente, pelas possíveis alterações cardiovasculares e respiratórias em 

camundongos submetidos à HM ainda não haviam sido avaliadas. Portanto, 

considerando: a) a grande diversidade de respostas, b) a relevância dos 

camundongos como modelo experimental para o estudo dos mecanismos neurais 

envolvidos nas alterações autonômicas e respiratórias em resposta à HM e c) que as 

respostas autonômicas e respiratórias do quimiorreflexo estão alteradas após à HM 
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em ratos, no presente estudo investigamos as alterações cardiovasculares e 

respiratórias de camundongos C57BL/6 submetidos ao protocolo de HM 

previamente utilizado no nosso laboratório para ratos (MORAES et al., 2014; 

ACCORSI-MENDONÇA et al., 2015).  
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2. HIPÓTESE DO TRABALHO 

 

Camundongos submetidos ao protocolo de HM apresentam alterações 

cardiovasculares, autonômicas e respiratórias semelhantes àquelas observadas em 

ratos jovens submetidos ao mesmo protocolo de HM. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivos Gerais: 

 
✓ Avaliar se camundongos submetidos à HM apresentam alterações 

cardiovasculares similares àquelas observadas no rato; 

✓ Caracterizar o padrão das atividades de nervos autonômicos e respiratórios 

basais utilizando a preparação in situ de camundongos controle ou HM; 

✓ Caracterizar o padrão das atividades de nervos autonômicos e respiratórios à 

ativação do quimiorreflexo periférico e central utilizando a preparação in situ de 

camundongos controle ou HM. 

 

3.2. Objetivos específicos  

 

✓ Avaliar a frequência cardíaca (FC) basal de camundongos na preparação in 

situ previamente submetidos à HM e dos seus respectivos controles; 

✓ Avaliar a atividade basal dos nervos respiratórios (frênico, abdominal e vago 

cervical) de camundongos na preparação in situ previamente submetidos à 

HM e dos seus respectivos controles; 

✓ Avaliar a atividade basal dos nervos autonômicos (simpático torácico e vago 

cervical) de camundongos na preparação in situ previamente submetidos à 

HM e dos seus respectivos controles; 

✓ Avaliar as alterações na frequência cardíaca (FC) de camundongos em 

resposta à ativação do quimiorreflexo periférico em camundongos na 

preparação in situ previamente submetidos à HM e dos seus respectivos 

controles;  

✓ Avaliar as alterações nas atividades dos nervos respiratórios (frênico, 

abdominal e vago cervical) de camundongos em resposta à ativação do 

quimiorreflexo periférico em camundongos na preparação in situ submetidos 

previamente submetidos à HM e dos seus respectivos controles; 

✓ Avaliar as alterações nas atividades dos nervos autonômicos (simpático 

torácico e vago cervical) de camundongos em resposta à ativação do 

quimiorreflexo periférico em camundongos na preparação in situ previamente 

submetidos à HM e dos seus respectivos controles; 
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4. MATERIAS E MÉTODOS  

4.1. Animais: 

 

Em todos os protocolos experimentais foram utilizados 34 camundongos 

machos adultos da linhagem C57BL/6 (6 - 8 semanas com peso aproximado de 22g) 

fornecidos pelo Biotério Central do Campus da USP de Ribeirão Preto e mantidos 

em caixas coletivas (no máximo 4 animais por caixa) no Biotério de Manutenção e 

Experimentação de camundongos da FMRP localizado no Departamento de 

Farmacologia da FMRP-USP. Os animais foram mantidos em ambiente com 

temperatura média de 22°C, ciclo de claro-escuro artificial de 12 horas e alimentados 

com ração granulada e água ad libitum. O presente projeto foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais na Experimentação (CEUA) da FMRP-USP e 

registrado com o número 163/2019. 

 

4.2. Hipóxia Mantida (HM) e Normóxia (Controle):  

 

Os camundongos dos grupos controle (normóxia) e hipóxia mantida (HM) foram 

acondicionados individualmente em caixas de acrílico (caixa A – 30 x 20 x 13 cm) 

cedidas pelo Biotério de Manutenção e Experimentação de camundongos da FMRP 

com ração e água ad libitum e mantidos em câmaras de acrílico (volume de 210 L) 

equipadas com injetores de gases e sensores de O2, CO2, temperatura e umidade. 

Os animais do grupo HM foram expostos à hipóxia mantida, a qual consiste de 

injeção frequente do gás nitrogênio (N2 - Maxiair, Ribeirão Preto, Brasil) ao longo de 

24h com o objetivo de reduzir a fração inspirada de O2 (FiO2) de 0,208 para 0,10, 

permanecendo neste nível por todo o período. A injeção do gás N2 dentro das 

câmaras foi regulada por um conjunto de válvulas solenóides [Oxycycler (Modelo 

A84XOV) Biospherix, EUA], as quais são automaticamente operadas por um 

software (AnaWin 2, versão 2.4.17). Os camundongos dos grupos controle foram 

mantidos em câmaras similares, porém em condições de normóxia ao longo de 24 

horas.  
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4.3. Experimentos com a preparação in situ coração tronco encefálico 

isolados de camundongos: 

 

4.3.1. Solução de Perfusão [fluido cerebroespinhal artificial modificado (aCFS)]: 

A solução artificial utilizada na perfusão da preparação in situ substitui o 

sangue e é utilizada para manter a preparação in situ viável durante todo o 

experimento. A solução é composta por (mM): 125 de NaCl; 24 de NaHCO3; 5 de 

KCl; 2,5 de CaCl2; 1,25 de MgSO4; 1,25 de KH2PO4 e 10 de dextrose diluídos em 

água deionizada. Outras substâncias foram adicionadas à solução de perfusão como 

um agente oncótico (Ficoll 70, 1.25%, Sigma, St. Louis, MO, EUA) e uma droga 

bloqueadora da transmissão neuromuscular (vecurônio, 3–4 µg ml-1, Cristália, 

Itapira, SP, Brazil), com a finalidade de inibir os movimentos da musculatura da caixa 

torácica. Durante todo o período de perfusão, a solução foi aerada com uma mistura 

carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2, Maxiair, Ribeirão Preto, Brasil) para fornecer 

O2 à preparação in situ e para manter o pH em valores próximos a 7,4. 

 

4.3.2. Procedimento Cirúrgico: 

Em grupos distintos de camundongos HM e controle, registramos os nervos 

autonômicos e respiratórios usando a preparação in situ coração-tronco encefálico, a 

qual foi originalmente descrita por Paton (1996a) e utilizada nos estudos de Stettner 

et al. (2007, 2008, 2011). Ao final dos protocolos de HM e normóxia, os 

camundongos foram profundamente anestesiados com isoflurano (Isoforine®, 

Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., Itapira, SP, Brazil) e seccionado 

sub-diafragmaticamente. A cabeça e o tórax foram imersos em uma solução de 

ACSF (Solução de Ringer) acondicionada em uma cuba em contato com gelo, para 

mantê-la resfriada (8 – 4ºC), e sob aeração constante com carbogênio (95% O2 e 

5% de CO2). Em seguida, o animal foi descerebrado ao nível pré-colicular e a pele 

foi completamente removida para evitar que os pelos contaminassem a solução de 

perfusão e obstruíssem o sistema de perfusão. A descerebração torna os animais 

insensíveis ao processamento sensorial da dor e a partir dessa etapa a preparação 

fica livre dos efeitos do anestésico. Logo após, foi realizada a remoção das vísceras, 

do diafragma, dos pulmões e dos ventrículos cardíacos, enquanto os átrios 
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permaneceram intactos e o nervo frênico (NF) foi isolado e seccionado junto à base 

do diafragma.  

A preparação in situ foi então transferida para uma câmara de registros e a 

aorta descendente foi canulada e perfundida retrogradamente com ACSF, usando-

se uma bomba peristáltica [(modelo 502S) Watson-Marlow 505S, Falmouth, UK] com 

pressão e fluxo constantes (50 - 70 mmHg/ 11 – 18 mL min-1). Com a finalidade de 

auxiliar na manutenção da pressão de perfusão e adequada perfusão do tronco 

encefálico e do coração foi adicionada vasopressina [0,6–1,2 nM, (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) a solução de perfusão. A bomba de perfusão foi controlada pelo 

computador usando um script (Spike 2; Versão 7; Cambridge Electronic Design, UK). 

O perfusato foi constantemente aerado com carbogênio e aquecido por meio de um 

trocador de calor e mantido a uma temperatura de aproximadamente 31ºC. Esse 

perfusato foi filtrado utilizando-se um pré-filtro de polipropileno de 25 mm de 

diâmetro e 25 m de tamanho do poro (Millipore, Billirica, MA, USA). A filtração evita 

a passagem de coágulos sanguíneos e restos de tecidos em suspensão para o 

interior da preparação in situ. Finalmente, o perfusato passou através de uma 

“armadilha para bolhas”, a qual possui duas funções: (1) evitar a passagem de 

bolhas de ar para a preparação e (2) amortecer as pulsações geradas pela bomba 

peristáltica. Todos os tubos utilizados no sistema de perfusão são relativamente 

impermeáveis ao O2 e ao CO2 [ID: 1,56 mm; OD: 4,7 mm (Tygon Cole Palmer, 

EUA)]. A porção final do tubo é uma cânula de duplo lúmem [ID: 0,28mm; OD: 0,61 

mm (Portex, EUA)], sendo um para a perfusão e outro para o registro da pressão de 

perfusão (PP). Essa cânula foi conectada a um transdutor de pressão e o sinal foi 

então transmitido para um amplificador e deste para o computador, no qual se 

encontra instalado o software Spike 2 (Cambrigde Electronic Design, UK), por meio 

do qual foi realizada as aquisições e as análises dos sinais obtidos (Figura 2). 

 

4.3.3. Registros da frequência cardíaca e das atividades dos nervos frênico, 

simpático torácico, vago cervical e abdominal na preparação in situ coração 

tronco encefálico isolados: 

Após a secção do nervo frênico ao nível do diafragma, os seus potenciais 

foram registrados por meio de um eletrodo de vidro de sucção (micropipeta de vidro 

com diâmetro: 0,2 - 0,3 mm) acoplado a um micromanipulador (UMM-3C, Narishige, 



Materiais e Métodos 
 

39 
 

Setagaya, Japan), o qual foi conectado a um pré-amplificador. Do amplificador parte 

também uma via para o computador, o qual utiliza o software Spike 2 para a 

digitalização dos registros.  

Após a dissecação do ramo simpático paravertebral entre os níveis da T8-T12, 

o nervo eferente simpático torácico também foi seccionado e seus potenciais 

registrados utilizando outro eletrodo de vidro, seguindo os mesmos procedimentos 

para o registro da atividade do nervo frênico. Por meio deste registro, foi possível 

obter a frequência de despolarização do nervo eferente simpático torácico (tANS). 

Procedimento semelhante foi utilizado para o registro da atividade do nervo vago 

(cNV) cervical direito. O nervo abdominal (AbN) foi isolado a partir dos músculos 

abdominais oblíquos ao nível toracolombar e seccionado distalmente (Figura 2).  

Eletrodos bipolares foram colocados próximo aos átrios e usados para registro da 

frequência cardíaca (FC). Todos os sinais foram amplificados (Differential AC 

Amplifier model 1700, A-M Systems, Sequim, WA, USA), filtrados por “bandpass” 

(0.3-5 kHz), digitalizados [CED Micro1401; Cambridge Electronic Design (CED); 

Cambridge, UK] e registrados em unidades absolutas (µV) em um computador 

(sampling rate: 5 kHz) utilizando o software Spike 2 (version 7, CED, Figura 2).  

 

 

Figura 2: Representação esquemática da preparação in situ coração-tronco encefálico isolados 

(Modificado de Moraes et al, 2015), mostrando os registros dos nervos vago cervical (cVN), simpático 

torácico (tSN), abdominal (AbN) e frênico (PN). 



Materiais e Métodos 
 

40 
 

4.3.4.  Ativação do quimiorreflexo periférico na preparação in situ coração tronco 

encefálico isolados:  

A ativação dos quimiorreceptores periféricos foi feita como descrito por 

Franchini & Krieger (1993), por meio da administração de cianeto de potássio [KCN, 

(20µg/50µL) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA] na aorta descendente utilizando 

uma seringa acoplada ao sistema de perfusão como descrito em estudos anteriores 

realizados em camundongos (Paton & Butcher, 1998) e ratos (Paton et al., 1999, 

2002; Antunes et al., 2005; Braga et al., 2006, 2007).  

 

4.4. Protocolos experimentais na preparação in situ 

 

Registramos simultaneamente as atividades neurais basais de FC, NF, cVN, 

tSN e AbN. Todos os sinais dos nervos autonômicos e respiratórios apresentaram 

estabilidade confiável somente após 2 horas de registros basais e sob um controle 

refinado da pressão de perfusão. Assim, para a análise dos resultados, não foram 

considerados os registros realizados ao longo das 2 horas iniciais. Após essa 

estabilização completa, os primeiros 10 minutos foram considerados para análise 

dos parâmetros basais e o quimiorreflexo periférico foi ativado duas vezes 

sucessivas com um intervalo de 15 minutos. Após os protocolos experimentais 

realizados na preparação in situ, as preparações foram, ao final, sacrificadas por 

meio do desligamento da bomba de perfusão (Figura 3). 

 

Figura 3: Esquema representativo do protocolo experimental utilizado para estímulo do quimiorreflexo 

periférico.  
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4.5. Análise dos resultados obtidos por meio dos registros neurais na 

preparação in situ 

 

Nas preparações in situ de camundongos controle e HM, nervos autônomicos e 

respiratórios foram analisados em sinais retificados e suavizados (constante de 

tempo: 50 ms) usando o software Spike 2 (versão 7, CED). Obtivemos os níveis de 

ruídos elétricos nos registros dos nervos tSN e AbN calculando os valores médios 

dos sinais neurais nos 15 minutos finais após a morte da preparação. Analisamos a 

frequência média dos disparos do NF em um período de 60 segundos, a qual foi 

expressa em Hertz (Hz). Os registros dos NF e cVN foram utilizados para determinar 

a duração das quatro fases do ciclo respiratório, de acordo com a ilustração 

apresentada na Figura 4: a) Pré-inspiração (Pré-I), correspondente ao período entre 

o início do aumento da atividade do cVN e o início do disparo do NF; b) Inspiração 

(Insp), coincidente com o disparo do PN; c) Pós-inspiração (Pós-I), correspondendo 

ao período entre o início da expiração e o final da atividade decrescente do cVN; e 

d) expiração final (E2), começando no encerramento da atividade do cVN e 

terminando no início do disparo do NF (Patton, 1996b; Stettener et al., 2007; 2008; 

2011; Smith et al., 2007; Moraes et al, 2012; 2013). As durações de cada fase do 

ciclo respiratório foram calculadas pela média a partir de 10 ciclos respiratórios e 

expressas em segundos (s). A partir dos mesmos 10 ciclos, as atividades médias de 

tSN e cVN foram calculadas durante as fases Insp, Pós-I e E2, como descrito em 

estudos anteriores (Stettner et al, 2007; 2008; 2011; Smith et al., 2007; Moraes et al, 

2012; 2013; Richter & Smith, 2014). Para isso, determinamos uma escala de 

atividade de 0-100%, na qual 100% corresponde ao pico das atividades tSN e cVN 

observadas durante a inspiração/pós-inspiração e 0% ao nível de ruído obtido após 

a morte da preparação in situ. 
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Figura 4: Esquema representativo da divisão das fases do ciclo respiratório de camundongos 

submetidos a preparação in situ coração tronco encefálico isolados. Camundongos 

apresentaram um ciclo respiratório de quatro fases: Pré-inspiratória (pré-I), Inspiratório (Insp), pós-

inspiratória (Pós-I) e expiração final (E2). Em conjunto, as fases Pós-I e E2 compõem a expiração 

total, as quais são determinadas pela correlação da atividade do nervo vago cervical (cVN) e 

atividade do nervo frênico (PN). 

 

O aumento da amplitude da atividade AbN durante a fase E2 acima dos níveis 

tônicos pós inspiratórios foram definidos como eventos expiratórios ativos [(Late-E) 

Figura 5]. A incidência de eventos AbN late-E foi calculada como uma porcentagem 

em relação ao número total de ciclos respiratórios registrados em 60 segundos. 

Mudanças na atividade da FC e tSN em resposta à ativação do quimiorreflexo foram 

calculadas a partir de duas ativações sucessivas com KCN. A magnitude da 

resposta bradicardica foi calculada como sendo a variação entre os picos das 

respostas e os valores basais imediatamente anteriores à estimulação do 

quimiorreflexo. A mudança na atividade tSN foi calculada durante a ativação do 

quimiorreflexo como um aumento percentual na atividade neural média em relação 

aos valores basais imediatamente anteriores à estimulação do quimiorreflexo. 

 

 

 

 

 

 

Insp: Fase Inspiratória 

 

Expiração total:  

Fase Pós inspiratória (Pos I)  

+  

Fase final da expiração (E2). 

 

Pré-I: Fase pré-inspiratória. 
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4.6. Análise estatística  

 

Os resultados são expressos como média ± desvio padrão (DP). As 

distribuições dos dados foram testadas usando o teste de normalidade Shapiro-Wilk. 

Na comparação das médias de variâncias iguais, realizamos os testes t de Student 

não pareado. Quando as variâncias foram significativamente diferentes (teste F; P ≤ 

0,05), realizamos os testes t de Student não pareados com a correção de Welch. 

Também usamos ANOVA-One-way e ANOVA-Two-way seguida de pós-teste de 

Bonferroni. Teste t de Student e ANOVA-One-way foram utilizadas para comparar as 

diferenças dos parâmetros de um mesmo grupo e ANOVA-Two-way para 

comparações das diferenças entre os grupos controle e HM. As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas quando P ≤ 0,05. Todos os gráficos e 

análises estatísticas foram realizados usando GraphPad Prism 8 (GraphPad 

Software, La Jolla, CA, EUA). 
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5. RESULTADOS  

5.1. Parâmetros respiratórios, cardiovasculares e autonômicos basais na 

preparação in situ de camundongos controle e HM. 

 

Na figura 5 temos a ilustração dos traçados representativos dos registros da 

frequência cardíaca (FC) basal, das atividades respiratória e autonômicas na 

preparação in situ de um camundongo do grupo controle e de outro camundongo 

submetido ao protocolo de HM. A FC basal dos animais dos grupos controle (n=12) 

e HM (n=10) não foram estatisticamente diferentes (369 ± 55 vs 411 ± 63 bpm, 

P=0,1364; Figura 5, painéis A e B e Figura 6, painel A). O padrão dos disparos do 

nervo frênico (DNF) foi similar nos 2 grupos experimentais (Figura 5, painéis A e B). 

O padrão da atividade do nervo vago cervical (cVN) apresentou um componente 

inspiratório (aumento da atividade vagal simultaneamente ao DNF) e um 

componente pós inspiratório (Pós-I; Figura 5, painel A). Por outro lado, os 

camundongos HM apresentaram um padrão similar de atividade do cVN, porém a 

duração da fase Pós-I foi significativamente mais longa do que aquela observada no 

grupo controle (Figura 5, painel B e Figura 6, painel E). A atividade do nervo 

simpático torácico (tSN) apresentou o seu pico durante a fase Pós-I nos 2 grupos 

experimentais (Figura 5, painéis A e B). Em relação à atividade do nervo abdominal 

(AbN) nos camundongos controle ocorreram pequenas variações durante o ciclo 

respiratório, enquanto que nos camundongos HM ocorreram muitas expirações 

ativas, as quais são caracterizadas pelo aumento da amplitude da atividade do AbN 

durante a fase E2 do ciclo respiratório (eventos Late-E), como indicados pelas setas 

pretas na Figura 5, painel B.    
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5.2. Parâmetros respiratórios na preparação in situ de camundongos 

controle e HM. 

 

A frequência de disparos do nervo frênico (DNF) foi significativamente menor 

nos camundongos submetidos à HM [n=11; (0,69 ± 0,18 vs 1,10 ± 0,46 Hz, 

P=0,0017)] quando comparada com os camundongos do grupo controle [n=23, 

(Figura 5, painéis A e B e Figura 6, painel B)]. A incidência de eventos Late-E 

(expirações ativas) na atividade AbN no grupo HM (n=10) foi significativamente 

maior em relação ao grupo controle [(n=20), 83,3 ± 24,4 vs 24,3 ± 36,1%, P<0,0001, 

(Figura 5, painéis A e B; Figura 6, painel C)]. 

Nas análises relativas ao tempo de duração das fases do ciclo respiratório, foi 

observado que o tempo de expiração (Exp) foi mais longo que o tempo de inspiração 

(Insp) nos grupos controle [n=22, (0,67 ± 0,32 vs 0,25 ± 0,08s, P<0,0001, Figura 5, 

painel A e Figura 6, painel D)] e HM [n=11, (1,13 ± 0,55 vs 0,30 ± 0,16s, P<0,0001; 

Figura 5, painel B e Figura 6, painel D). Além disso, verificamos que a fase Pós-I foi 

significativamente mais longa nos camundongos HM [n=11, (0,78 ± 0,41 vs 0,35 ± 

0,19s, P<0,0001, Figura 5, painel B e Figura 6, painel E)] quando comparada a 

mesma fase dos camundongos controle (n=22). Quando analisamos as outras fases 

do ciclo respiratório de forma mais detalhada, observamos que a duração da fase E2 

não foi diferente entre os animais dos grupos controle e HM (0,34 ± 0.16 vs 0,29 ± 

0,18s, P>0,9999, Figura 6, painel E). A fase pré-inspiratória (Pré-I) foi 

significativamente mais longa nos camundongos submetidos à HM (0,26 ± 0,12 vs 

0,08 ± 0,02s, P=0.0432, Figura 6, painel E) quando comparada com a mesma fase 

dos camundongos controle. O tempo da expiração total nos camundongos HM 

(n=11) foi significativamente maior em relação aos camundongos do grupo controle 

[n=22, (1,13 ± 0,55 vs 0,67 ± 0,32s, P=0,0010, Figura 5, painel B e Figura 6, painel 

D)]. Esse tempo aumentado do período correspondente à expiração está associado 

ao aumento observado tanto na duração da fase Pós-I (0,78 ± 0,41 vs 0,35 ± 0,19s, 

P<0,0001, Figura 6, painel E) quanto na duração da fase Pré-I (0,26 ± 0,12 vs 0,08 ± 

0,02s, P=0,0432, Figura 6, painel E).  
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Figura 5: Traçados representativos dos registros da frequência cardíaca e dos registros dos 

nervos autonômicos e respiratórios basais na preparação in situ de camundongos controle e HM. 

Traçados representativos de preparações in situ de um camundongo controle (painel A) e um 

camundongo HM (painel B) mostrando a frequência cardíaca basal (FC), e atividades bruta e integrada 

(∫) dos nervos simpático torácico (tSN), nervo abdominal (AbN) nervo vago cervical (cVN) e nervo frênico 

(NF). A linha tracejada marca o início da fase Pré-I, a qual termina no começo da atividade em burst do 

NF. Insp: inspiratório, Pós-I: primeiro estágio da expiração, E2: segundo estágio da expiração. As setas 

indicam os eventos Late-E na atividade AbN.  
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Figura 6: Valores médios da frequência cardíaca e dos parâmetros respiratórios na preparação 

in situ de camundongos controle e HM. Frequência cardíaca basal (FC, painel A) do grupo controle 

(n=12) e HM (n=10). Frequência da atividade de disparo do nervo frênico (DNF, painel B) de 

camundongos do grupo controle (n=23) e HM (n=11). Incidência de eventos Late-E na atividade do 

nervo abdominal (painel C) de camundongos controle (n=20) e HM (n=11). Duração das fases do 

ciclo respiratório (painéis D e E) de camundongos controle (n=22) e HM (n=11). Insp: Inspiração, Exp: 

expiração total, Pós-I: primeiro estágio da expiração, E2: segundo estágio da expiração e Pré-I: pré-

inspiração. * Diferente entre fases do mesmo grupo. # diferente em relação ao grupo controle 

(p<0,05). Teste t não pareado (painel A-C) e ANOVA de uma via para comparar fases no mesmo 

grupo e ANOVA de duas vias para comparar as diferenças entre os grupos (painéis D e E).  
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5.3. Atividades basais dos nervos vago cervical e simpático torácico na 

preparação in situ de camundongos controle e HM. 

 

Atividade basal do cVN durante a fase Pós-I foi significativamente maior em 

camundongos HM (n=11) quando comparada aos camundongos controle [n=21, 

(53,4 ± 10,3 vs 33,1 ± 7,0%, P<0,0001, Figura 5, painel B e Figura 7, painel A). A 

atividade basal do cVN durante a inspiração (26,4 ± 4,4 vs 32,5 ± 8,4%, P=0,0904, 

Figura 7, painel A) e a fase E2 (21,.0 ± 3,9 vs 25,1 ± 6,9%, P=0,4596, Figura 7, 

painel A) não foram diferentes entre os grupos. Por outro lado, a atividade 

simpática basal nos camundongos do grupo HM (n=10) foi significativamente 

menor na fase E2 em comparação com os camundongos do grupo controle [n=16, 

(19,0 ± 12,9 vs 39,7 ± 16,8%, P=0,0041, Figura 7, painel B)]. As atividades do tSN 

durante a inspiração (28,6 ± 11,4 vs 40,8 ± 14,5%, P=0,1870, Figura 7, painel B) e 

na fase Pós-I (37,9 ± 14,5 vs 51,7 ± 15,6%, P=0,1072, Figura 7, painel B) não 

foram diferentes entre os grupos controle e HM. 

 

Figura 7: Valores médios da atividade dos nervos vago cervical e simpático torácico durante 

as fases do ciclo respiratório na preparação in situ de camundongos do grupo controle e HM. 

Atividade basal do nervo vago cervical [(% cVN, painel A, camundongos do grupo controle (n=21) e 

HM (n=11)] e atividade basal do nervo simpático torácico [(%tSNA, painel B, camundongos do grupo 

controle (n=16) e HM (n=10)] durante a fase inspiratória (Insp), post-inspiração (Pós-I) e expiração 

final (E2) dos grupos controle e HM (painel A). * Diferente entre fases do mesmo grupo. # diferente 

em relação ao grupo controle (p<0,05). ANOVA de uma via para comparar fases no mesmo grupo e 

ANOVA de duas vias para comparar as diferenças entre os grupos. 
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5.4. Bradicardia e simpato-excitação em resposta à ativação do 

quimiorreflexo periférico na preparação in situ de camundongos 

controle e HM. 

 

As magnitudes das respostas de bradicardia em resposta à ativação do 

quimiorreflexo nos camundongos HM (n=10) não foram diferentes em relação aos 

camundongos controle [n=12, Figura 8 (-195 ± 134 vs -267 ± 110 bpm, P=0,1898, 

Figura 9, painel A)]. As magnitudes das alterações na atividade tSN em resposta a 

ativação do quimiorreflexo em camundongos HM (n=9) não foram diferentes em 

relação aos camundongos controle [n=15, Figura 8 (26,0 ± 8,1 vs 31,5 ± 7,7%, 

P=0,1189, Figura 9, painel B)]. As frequências de disparos do nervo frênico (DNF) 

em resposta à ativação do quimiorreflexo nos camundongos HM (n=11) não foram 

diferentes em relação aos camundongos controle [n=20, Figura 8 (1,42 ± 0,52 vs 

1,48 ± 0,58 Hz, P=0,9889, Figura 9, painel C)]. As magnitudes das alterações na 

atividade do nervo abdominal (Abd) em resposta à ativação do quimiorreflexo em 

camundongos HM (n=9) não foram diferentes em relação aos camundongos 

controle [n=17, Figura 8 (24,7 ± 7,1 vs 23,9 ± 7,4%, P=0,9915, Figura 9, painel D)]. 
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Figura 8: Traçados representativos dos registros da frequência cardíaca e dos registros dos 

nervos autonômicos e respiratórios na preparação in situ de camundongos controle e HM 

durante o estímulo do quimiorreflexo periférico. Traçados representativos de preparações in situ 

de um camundongo controle (painel A) e um camundongo HM (painel B) mostrando a frequência 

cardíaca basal (FC), e atividades bruta e integrada (∫) dos nervos simpático torácico (tSN), nervo 

abdominal (AbN) e nervo frênico (NF). A linha tracejada vermelha marca o momento da injeção de 

KCN (20µg/50µL). 
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Figura 9: Valores médios das respostas de bradicardia, autonômica simpática e respiratórias 

em resposta à ativação ao quimiorreflexo periférico na preparação in situ do grupo controle e 

HM. Alterações na frequência cardíaca (ΔFC, painel A) de camundongos do grupo controle (n=12) e 

HM (n=10). Atividade do nervo torácico simpático (tSNA, Δ%, painel B) de camundongos do grupo 

controle (n=15) e HM (n=9) em resposta a ativação do quimiorreflexo periférico. Frequência de 

disparo do nervo frênico (DNF, Hz, painel C) de camundongos do grupo controle (n=20) e HM (n=11) 

em resposta a ativação do quimiorreflexo periférico. Atividade do nervo abdominal (Abd, %, painel D) 

de camundongos do grupo controle (n=17) e HM (n=9) em resposta a ativação do quimiorreflexo 

periférico. Comparação estatística feita por meio do teste t de Student não pareado).  
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6. DISCUSSÃO  

 

Estudos anteriores do nosso laboratório realizados ratos jovens mostraram 

que à HM altera o acoplamento simpático-respiratório, promovendo um aumento da 

atividade simpática e consequentemente um quadro hipertensivo nestes animais 

(MORAES et al., 2014; ACCORSI-MENDONÇA et al., 2015; MACHADO et al., 

2017). Estudos recentes do nosso laboratório mostraram que os camundongos 

submetidos à HM, diferente dos ratos, além de não apresentarem elevação 

significativa da pressão arterial, apresentaram uma redução significativa na 

frequência cardíaca basal (RODRIGUES & SOUZA et al, 2021). Nestes estudos 

realizados em camundongos HM acordados foi também observado um aumento 

significativo na magnitude das respostas de bradicardia frente à ativação do 

quimiorreflexo feita por meio da administração intravenosa de KCN (RODRIGUES 

& SOUZA et al, 2021). Dessa forma, os estudos realizados no contexto da presente 

dissertação tiveram como principal objetivo caracterizar as possíveis alterações no 

acoplamento autonômico e respiratório em camundongos submetidos à HM. Para 

atingir esse objetivo, utilizamos a preparação in situ coração-tronco encefálico 

isolados a partir da qual realizamos diversas análises, de forma bastante criteriosa, 

das atividades de nervos autonômicos (cVN e tSN) e respiratórios (NF, AbN e cVN) 

de camundongos controle e HM.  

Na preparação in situ também registramos a FC basal, a qual não foi diferente 

entre os grupos controle e HM. Vale ressaltar que nos camundongos acordados e 

com livre movimentação a FC basal foi significativamente menor no grupo HM 

(RODRIGUES & SOUZA et al, 2021). Importante também destacar que a FC basal 

registrada nos camundongos controle e HM acordados e com livre movimentação 

foi muito mais elevada quando comparada à FC basal dos mesmos grupos 

experimentais registrada na preparação in situ (RODRIGUES & SOUZA et al, 

2021). Essa diferença provavelmente está relacionada ao fato de que a FC 

registrada na preparação in situ corresponde à frequência intrínseca do 

marcapasso cardíaco, uma vez que devido à baixa pressão de perfusão, os 

barorreceptores arteriais estão desativados. Portanto, o fato da FC basal ser 

semelhante nos camundongos controle e HM na preparação in situ indica que a 

HM não alterou a frequência intrínseca do marcapasso desses animais. A diferença 
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observada entre a FC basal nos camundongos controle nas condições in vivo e in 

situ pode estar relacionada a uma predominância do componente simpático 

cardíaco nos camundongos in vivo. Por outro lado, a redução da FC basal nos 

camundongos HM in vivo, como descrito acima, sugere uma predominância do 

componente parassimpático nesses animais como decorrência da HM.  Essas 

alterações indicam que a HM promove uma importante alteração no balanço 

autonômico para o coração, a qual pode contribuir para explicar, pelo menos em 

parte, por que a magnitude da bradicardia em resposta à ativação do quimiorreflexo 

in vivo foi maior do que nas preparações in situ (RODRIGUES & SOUZA et al, 

2021). 

Nas análises dos registros dos nervos respiratórios nas preparações in situ de 

camundongos controle nós verificamos que o padrão respiratório eupneico 

registrado estava de acordo com o padrão descrito anteriormente, com os 

seguintes destaques: a) frequência de disparo basal do nervo frênico (NF) maior do 

que nos ratos, b) atividade em rampa do NF (inspiração), c) padrão bifásico da 

atividade cVN caracterizada por um aumento da amplitude durante as fases Insp e 

Pós-I, seguida por uma redução e inatividade durante a fase E2; e d) a fase pré-I 

corresponde ao período entre o início da elevação da atividade vagal e o início da 

atividade em rampa do NF (PATON, 1996a; PATON, 1996b; PATON & 

BUTCHER,1998; STETTNER et al, 2007; 2008; SMITH et al., 2007). O conjunto 

desses estudos anteriores combinados com os resultados obtidos por nós no 

presente trabalho documentam um padrão motor eupneico na preparação in situ de 

camundongos. Além disso, o padrão respiratório registrado por nós em 

preparações in situ de camundongos adultos está de acordo com estudos 

mostrando que o padrão respiratório do camundongo é composto pelas seguintes 

fases: Pré-I, Insp, Pós-I e E2 (PATON & RICHTER, 1995; PATON, 1996a; PATON, 

1996b). 

Os registros dos nervos respiratórios mostraram que as principais alterações 

induzidas pela HM foram uma significante redução na frequência basal de disparo 

do nervo frênico (DNF) e um aumento na duração da expiração total devido ao 

aumento na duração das fases Pós-I e Pré-I. Por estas razões os camundongos 

submetidos à HM apresentaram ciclos respiratórios muito mais longos do que os 

camundongos do grupo controle. Considerando o aumento significativo na 
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atividade cVN observado durante a fase Pós-I no grupo HM, nós sugerimos que as 

alterações do componente vagal que controlam as vias aéreas superiores podem 

estar contribuindo para esta maior duração da expiração. Neste contexto, nós 

também observamos um aumento significativo da incidência de eventos Late-E na 

atividade AbN dos camundongos HM em relação aos camundongos do grupo 

controle. Nesse caso, nós sugerimos que o aumento da incidência de eventos Late-

E está relacionado a um aumento do volume corrente devido ao recrutamento do 

volume de reserva expiratório, na tentativa de aumentar a eficiência das trocas 

gasosas, como observado nos camundongos HM in vivo (RODRIGUES & SOUZA 

et al, 2021). Vale ressaltar que alterações semelhantes foram observadas em 

estudos anteriores que exploraram situações de hipóxia ou hipercapnia em ratos 

(ZOCCAL et al., 2008, 2009; ABDALA et al, 2009; ZOCCAL & MACHADO, 2010; 

MORAES et al., 2013; MORAES et al., 2014; FLOR et al., 2018). 

No presente estudo, observamos que os camundongos submetidos a 

preparação in situ apresentam uma redução da frequência de DNF quando 

expostos a HM. Sugerimos que essa alteração do padrão respiratório é decorrente 

ao aumento da fase expiratória total, o qual ocorre devido ao aumento da duração 

das fases Pós-I e Pré-I. Além disso, concomitantemente observamos um aumento 

da atividade cVN durante a fase Pós-I, a qual está relacionada com a modulação 

da resistência das vias aéreas superiores. Tendo em vista a redução mantida do O2 

na HM, podemos sugerir que o aumento da atividade cVN se caracteriza como uma 

compensação com a finalidade de proporcionar mais tempo às trocas gasosas, 

tornando este processo mais eficiente para o reestabelecimento da homeostase 

(SHIBA et al. 1999; DUTSCHMANN & PATON, 2002; KUBIN et al, 2006; SMITH et 

al., 2007; MÖRSCHEL & DUTSCHMANN, 2009). Neste sentido, o aumento do 

tempo de expiração (principalmente da fase Pós-I e Pré-I) e da atividade cVN na 

preparação in situ de camundongos HM poderiam estar relacionadas a redução da 

frequência de DNF observada no presente trabalho.    

Com relação aos parâmetros respiratórios registrados em animais acordados 

e com livre movimentação, observamos que camundongos submetidos à HM 

apresentam aumento significativo na frequência respiratória (fR), volume corrente 

(VT) e ventilação pulmonar [(VE) RODRIGUES & SOUZA et al, 2021]. Essas 

alterações observadas em camundongos acordados e com livre movimentação são 
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semelhantes àquelas observadas em ratos jovens submetidos à HM (DA SILVA et 

al., 2019; FLOR et al, 2018; BAZILIO et al., 2021). Esses resultados também estão 

de acordo com aqueles descritos em estudos anteriores que mostraram aumento 

semelhante em todos estes parâmetros ventilatórios (fR, VT e VE) em resposta a 

desafios hipóxicos em camundongos (TANKERSLEY et al., 2000; HAN et al., 2001; 

CRAMER et al., 2015; LEE & LIAO, 2018; GIANNAKOPOULOU et al., 2019). Além 

disso, há evidências de que a exposição à HM promove um aumento progressivo 

na ventilação basal em mamíferos, o qual pode persistir por horas ou dias após a 

reoxigenação (POWELL et al. 1998). Esta resposta ventilatória à HM está 

relacionada aos aumentos nas atividades motoras inspiratórias e expiratórias que 

elevam tanto a fR quanto o VT (MATEIKA et al., 1996; LEMES & ZOCCAL, 2014). 

Estudos de Flor et al, (2018) mostraram que à HM de 24h foi suficiente para elevar 

a ventilação basal em ratos jovens e que estes animais exibiram maior fR e VT. Os 

autores sugeriram que este aumento na ventilação em repouso dos ratos HM in 

vivo está relacionada com as alterações do padrão respiratório, incluindo a 

expiração ativa, observadas na preparação in situ de animais submetidos ao 

mesmo protocolo experimental (FLOR et al, 2018). Nesse cenário, os nossos 

resultados obtidos em camundongos submetidos à HM foram similares àqueles 

observados em ratos submetidos ao mesmo protocolo de hipóxia. A partir desse 

conjunto de observações, nós sugerimos que os aumentos observados nos 

parâmetros ventilatórios de camundongos submetidos à HM in vivo tem como 

finalidade reestabelecer PaO2 (RODRIGUES & SOUZA et al, 2021).  

Os registros dos nervos respiratórios na preparação in situ também 

mostraram uma redução significativa na frequência basal de disparos do nervo 

frênico em camundongos HM, a qual é diferente em relação à elevada frequência 

respiratória observada nesses animais in vivo. Podemos sugerir que essa diferença 

está associada tanto à decorticação quanto à ausência de algumas vias de 

feedback periféricos, como a via sensorial dos receptores de estiramento pulmonar 

(reflexo de Hering-Breuer) decorrente da retirada dos pulmões na preparação in 

situ (ZOCCAL et al., 2009). Vale ressaltar que há evidências de que este sistema 

sensorial contribui para o controle da frequência respiratória (MÖRSCHEL & 

DUTSCHMANN, 2009; LEMES & ZOCCAL, 2014), uma vez que a sua integridade 

previne a expansão pulmonar excessiva, modula a duração da atividade 
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inspiratória e controla a transição entre as fases inspiratória e expiratória (KUBIN et 

al., 2006; MÖRSCHEL & DUTSCHMANN, 2009; LEMES & ZOCCAL, 2014). 

As atividades cVN e tSN também foram analisadas durante a fase expiratória 

prolongada com a finalidade de avaliarmos possíveis alterações nos acoplamentos 

simpático/respiratório e parassimpático/respiratório, os quais poderiam influenciar 

os parâmetros cardiovasculares observados em camundongos HM acordados 

(RODRIGUES & SOUZA et al, 2021). O padrão da atividade cVN de camundongos 

mostra um componente inspiratório simultaneamente ao disparo do NF e um 

componente Pós-I (SMITH et al., 2007; STETTNER et al, 2007; 2008). No entanto, 

a fase Pós-I foi significativamente mais longa em camundongos HM do que em 

camundongos do grupo controle, indicando um aumento na atividade vagal durante 

esta fase do ciclo respiratório. Considerando que a atividade cVN também controla 

a resistência das vias aéreas superiores, sugerimos que a fase Pós-I mais longa, 

simultaneamente com a atividade aumentada cVN, tem como objetivo aumentar a 

resistência das vias aéreas superiores ao fluxo de ar expiratório, com a finalidade 

de prolongar e facilitar as trocas gasosas e tornar este processo mais eficiente sob 

uma condição de HM (SHIBA et al. 1999; DUTSCHMANN & PATON, 2002; KUBIN 

et al, 2006; SMITH et al., 2007; MÖRSCHEL & DUTSCHMANN, 2009). Além disso, 

esse possível mecanismo facilitador das trocas gasosas também é observado no 

aumento da duração da fase Pré-I, a qual se correlaciona com uma exagerada 

abdução da glote na fase pré-inspiratória. Esse fenômeno parece ocorrer em 

situações de desafios respiratórios e a sua ativação parece promover uma saída 

controlada de ar durante a expiração ativa (eventos Late-E), aumentando assim o 

período de tempo para que ocorram as trocas gasosas ao nível dos alvéolos 

(ABDALA et al, 2009; MORAES et al, 2014; MORAES & MACHADO, 2015). 

Em relação à atividade tSN, tanto camundongos controle quanto HM 

apresentaram o pico da atividade durante a fase Pós-I e baixa amplitude na fase 

expiratória final (E2). Esse padrão de atividade tSN observado nos camundongos é 

similar aquele descrito em ratos, nos quais a atividade simpática se apresentou 

sincronizada com a atividade respiratória com pico durante o início da pós 

inspiração ou o início da expiração (HASELTON & GUYENET, 1989; MALPAS, 

1998; ZOCCAL et al., 2008; MACHADO et al., 2017). Em ratos submetidos à HM 

foram observados expiração ativa e eventos Late-E na atividade do AbN, os quais 



Discussão 

59 
 

ocorreram simultaneamente aos picos adicionais na atividade do tSN no final da 

fase E2 (ZOCCAL et al., 2008, 2009; ZOCCAL & MACHADO, 2010, 2011; 

MORAES et al., 2012, 2014, 2016; ACCORSI-MENDONÇA et al., 2015; 

MACHADO et al., 2017; FLOR et al., 2018). As análises dos nossos registros 

mostraram que a atividade basal do tSN em camundongos submetidos à HM foi 

reduzida durante a fase E2, e não foram observadas alterações durante as fases 

Insp e Pós-I.  

Tendo em vista os achados descritos acima, vale destacar aqui as principais 

diferenças observadas no acoplamento simpático-respiratório em ratos quando 

comparados aos camundongos submetidos à HM. Em estudos realizados 

anteriormente no nosso laboratório em ratos submetidos à HM, foi documentada 

uma alteração importante no acoplamento simpático-respiratório, com a elevada 

incidência de eventos Late-E na atividade do AbN. Estas alterações indicam 

claramente a expressão da expiração ativa nesses animais, a qual se correlaciona 

com a hiperatividade simpática e consequentemente com a hipertensão arterial 

observada nos ratos submetidos à HM (MORAES et al, 2014; ACCORSI-

MENDONÇA et al., 2015). Nos camundongos submetidos à HM nós estamos 

mostrando que a elevada incidência de eventos Late-E pelo AbN é acompanhada 

por uma redução na atividade simpática e um grande aumento na atividade 

parassimpática, o que revela uma notável diferença nas respostas autonômicas e 

respiratórias entre ratos e camundongos quando submetidos à HM. 

Há evidências experimentais de que a expiração ativa em ratos é gerada pelo 

grupo respiratório parafacial (pFRG) com consequente aumento da atividade 

simpática (MACHADO et al., 2017; PISANSKI & PAGLIARDINI, 2018). Os 

resultados obtidos em camundongos submetidos à HM nos permitem sugerir que a 

expiração ativa, a qual não é acompanhada de aumento da atividade simpática, é 

mediada de forma diferente pelo pFRG ou por algum outro grupamento neuronal do 

tronco encefálico. Nessas duas possibilidades a modulação da expiração ativa, de 

acordo com o observado, não implica em um aumento da atividade autonômica 

simpática e isso poderia explicar, pelo menos em parte, a não elevação da pressão 

arterial nos camundongos submetidos à HM. 
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Neste contexto, sugerimos que as alterações respiratórias observadas em 

camundongos submetidos à HM estão induzindo um desbalanço autonômico em 

favor do componente autonômico parassimpático, o que poderia contribuir para 

prevenir a elevação da pressão arterial, uma vez que os camundongos HM 

acordados e com livre movimentação apresentaram uma significativa redução na 

frequência cardíaca basal, o que por sua vez provavelmente se reflete numa 

diminuição do débito cardíaco (RODRIGUES & SOUZA et al, 2021). Além disso, os 

nossos resultados estão mostrando que camundongos submetidos à HM 

apresentam significativa redução da atividade do tSN durante a fase E2, o que 

poderia também contribuir para evitar o desenvolvimento de hipertensão arterial 

nos camundongos submetidos à HM.  
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Camundongos submetidos à HM apresentam um desbalanço autonômico 

favorável ao componente parassimpático, o que poderia explicar as alterações 

observadas nos padrões autonômicos e respiratórios na preparação in situ, as quais 

são diferentes daquelas observadas nos ratos submetidos à HM.  Os nossos 

resultados indicam que os camundongos HM constituem um modelo experimental 

muito importante para o melhor entendimento de como as mudanças no padrão 

respiratório podem modular os componentes simpático e parassimpático e, desta 

forma, contribuir para a manutenção da pressão arterial dentro de uma faixa normal 

de variação mesmo em situações de desafios hipóxicos, como é o caso da HM.  
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Abstract

Short-term sustained hypoxia (SH) in rats induces sympathetic overactivity and hyper-

tension due to changes in sympathetic–respiratory coupling. However, there are no

consistent data about the effect of SH on mice due to the different protocols of

hypoxia and difficulties associated with the handling of these rodents under different

experimental conditions. In situ recordings of autonomic and respiratory nerves in

SH mice have not been performed yet. Herein, we evaluated the effects of SH

(FiO2
= 0.1 for 24 h) on baseline mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR),

respiratory frequency (fR) and responses to chemoreflex activation in behaving SH

mice. A characterization of changes in cervical vagus (cVN), thoracic sympathetic (tSN),

phrenic (PN) and abdominal (AbN) nerves in SH mice using the in situ working heart–

brainstempreparationwas also performed. SHmicepresentednormalMAP, significant

reduction in baselineHR, increase in baseline fR, aswell as increase in themagnitude of

bradycardic response to chemoreflex activation. In in situ preparations, SH mice pre-

sented a reduction in PN discharge frequency, and increases in the time of expiration

and incidence of late-expiratory bursts inAbNactivity. Nerve recordings also indicated

a significant increase in cVN activity and a significant reduction in tSN activity during

expiration in SH mice. These findings make SH mice an important experimental model

for better understanding how changes in the respiratory network may impact on the

modulation of vagal control to the upper airways, as well as in the sympathetic activity

to the cardiovascular system.

KEYWORDS

active expiration, arterial pressure, C57BL/6 mice, heart rate, inspiration, parasympathetic
activity, sustained hypoxia, sympathetic activity

1 INTRODUCTION

Hypoxia activates peripheral chemoreceptors inducing autonomic and

respiratory responses to restore the partial pressure of oxygen (O2)

in arterial blood (Barros et al., 2002; Costa et al., 2014; Machado,

© 2021 The Authors. Experimental Physiology© 2021 The Physiological Society

2001; Machado et al., 2017). Short-term sustained hypoxia (SH) and

chronic intermittent hypoxia (CIH) protocols in rats induce changes in

sympathetic–respiratory coupling, which seems to be associated with

the observed increase in arterial pressure (Moraes et al., 2013, 2014;

Zoccal et al., 2008). However, the pattern of autonomic and respiratory
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Distinct cardiovascular and respiratory responses to short-term sustained 
hypoxia in juvenile Sprague Dawley and Wistar Hannover rats 
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A B S T R A C T   

Short-term sustained hypoxia (SH) elicits active expiration, augmented late-expiratory (late-E) sympathetic ac-
tivity, increased arterial pressure and ventilation, and amplified sympathetic and abdominal expiratory responses 
to chemoreflex activation in rats of the Wistar-Ribeirão Preto (WRP) strain. Herein, we investigated whether SH 
can differentially affect the cardiovascular and respiratory outcomes of Sprague-Dawley (SD) and Wistar 
Hannover (WH) rats and compared the results with previous data using WRP rats. For this, we exposed SD and 
WH rats to SH (FiO2 = 0.1) for 24 h and evaluated arterial pressure, sympathetic activity, and respiratory 
pattern. SD rats presented increased arterial pressure, respiratory rate and tidal volume, as well as augmented 
late-E expiratory motor output and increased sympathetic outflow due to post-inspiratory and late-E sympathetic 
overactivity. WH rats presented reduced changes, suggesting lower responsiveness of this strain to this SH 
protocol. The magnitudes of changes in sympathetic and abdominal expiratory motor activities to chemoreflex 
activation in SD rats were reduced by SH. Pressor responses to chemoreflex activation were shown to be blunted 
in SD and WH rats after SH. The data are showing that SD, WH, and WRP rat strains exhibit marked differences in 
their cardiovascular, autonomic and respiratory responses to 24-h SH and draw attention to the importance of rat 
strain for studies exploring the underlying mechanisms involved in the neuronal changes induced by the 
experimental model of SH.   

1. Introduction 

Maintenance of blood gas homeostasis and optimal tissue perfusion 
require continuous adjustments in respiratory and cardiovascular 
functions (Costa et al., 2014; Guyenet and Bayliss, 2015; Machado et al., 
2017; Moreira et al., 2011; Zoccal et al., 2009). These adjustments are 
generated by autonomic and respiratory neural networks in the brain-
stem, which are modulated by distinct sensorial afferent inputs (Costa 
et al., 2014; Guyenet, 2014). Upon an acute hypoxic challenge, carotid 
chemoreceptors are activated to trigger reflex cardiovascular, respira-
tory and behavioral responses in an attempt to keep O2 partial pressure 
in arterial blood (PaO2) within a physiological range and ensure 
appropriate tissue perfusion (Costa et al., 2014; Lahiri et al., 2006; 
Longhurst, 2008; Prabhakar and Semenza, 2015). These responses 
include sympathoexcitation with increase in arterial pressure, brady-
cardia, active expiration, tachypnoea, and enhanced alertness and 
exploration of the environment (Barros et al., 2002; Braga et al., 2007b; 
Costa et al., 2014; Guyenet, 2000; Machado, 2001). As PaO2 returns to 
the normal level, the peripheral chemoreflex is deactivated and the 

cardiorespiratory functions are also adjusted back to normal. 
Prolonged exposure to sustained hypoxia (SH), as experienced by 

individuals ascending to high altitudes, has been shown to augment 
sympathetic activity, respiratory rate and tidal volume, leading to 
increased arterial pressure, heart rate, and pulmonary ventilation (Cal-
bet, 2003; Hackett and Roach, 2001; Hansen and Sander, 2003; Powell, 
2007; Powell et al., 2000, 1998; Roach and Hackett, 2001). Adaptations 
within the central nervous system and within carotid bodies occur 
during chronic exposure to SH and may explain not only the time- 
dependent changes in respiratory control during SH exposure (Forster 
et al., 1971; Kääb et al., 2005; Powell, 2007; Powell et al., 1998), but 
also the long-lasting alterations in sympathetic and respiratory activities 
following return to normoxic conditions (Hansen and Sander, 2003; 
Powell et al., 1998; Xie et al., 2001). In an experimental model using the 
Wistar-Ribeirão Preto (WRP) strain of rats, exposure to 24 h of SH has 
been demonstrated to lead to marked alterations in autonomic and 
cardiorespiratory functions both in in vivo experiments and in decere-
brated in situ rat preparations. Most prominent alterations include 
persistent increase in baseline pulmonary ventilation and arterial blood 
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