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RESUMO

O ntcleo tegmental pedunculopontino (PPTg) demonstrou ter fungdes importantes
para a regulacdo dos estados comportamentais e varios sistemas de controle motor, incluindo
o controle da respiragdo. O PPTg contém uma variedade de tipos de células, ¢ considerado um
dos principais nucleo colinérgicos e expressa fatores de transcricdo ndo apenas para a enzima
colina acetiltransferase (ChAT), mas também para vesiculas de glutamato (VGIuT2) ou
GABA (GAD). Temos que os neurdnios colinérgicos do PPTg projetam-se para a superficie
ventral do bulbo. Além disso, a sinalizag¢do colinérgica no nucleo retrotrapezoide (RTN), uma
regido que contém neurdnios que regulam a respiragdo em resposta as mudangas de CO2/H",
demonstrou ativar neurdnios quimiossensiveis e aumentar a atividade inspiratoria. No
presente trabalho, o principal objetivo foi identificar a fonte de aferéncias colinérgicas para o
RTN, além de investigar os efeitos respiratorios causados pela estimulagdo colinérgica e
glutamatérgica do PPTg em animais livres de anestesia. Os experimentos neuroanatomicos
mostraram projecdes de neurdnios colinérgicos do PPTg e do complexo pods-inspiratorio
(PiCo) para o RTN. Em ratos acordados, a injec¢ao unilateral de glutamato (10 mM - 100 nl)
no PPTg diminuiu o volume corrente (Vr), mas aumentou a frequéncia respiratoria (fr) e a
ventilagdo (VEg). Todas as respostas respiratorias provocadas pela estimulacdo PPTg foram
atenuadas pela injecao prévia de metil-atropina (5 mM/50-75 nl) no RTN. Em outro grupo de
animais, a injecao unilateral do agonista muscarinico colinérgico carbacol (10 mM - 100 nL)
no PPTg diminuiu a fr € aumentou o Vr, sem alterar o Vg. As alteragdes na fr € Vrinduzidas
pelo carbacol no PPTg foram abolidas pelo bloqueio prévio dos receptores colinérgicos
muscarinicos M4 tropicamida no PPTg. Interessante que em camundongos a ativagao
quimiogenética de neurdnios glutamatérgicos do PPTg, aumentou a frequéncia respiratoria e a
ventilagdo, sem alterar o volume corrente. Em contrapartida, a estimulagdo dos neurdnios

colinérgicos do PPTg nao alterou os parametros respiratorios. Nossos resultados identificam



componentes-chave da via de sinaliza¢do que associam a ativacdo do receptor muscarinico as
mudancas na excitabilidade neuronal e, assim, oferece potenciais caminhos para o tratamento
terapéutico de problemas de controle respiratério associados a respiracdo desordenada em

situagdes do sono.

Palavras-chave: nucleo retrotrapezoéide, ntcleo tegmental pedinculo pontino, sinalizagdo

colinérgica, respiragdo, regido mesopontina.



ABSTRACT

The pedunculopontine tegmental nucleus (PPTg) has been shown to have important
functions to the regulation of behavioral states and various motor control systems, including
breathing control. The PPTg contains a variety of cell types, is considered a major cholinergic
nucleus and also expresses transcription factors not only for the choline acetyltransferase
enzyme (ChAT), but also for glutamate (VGIuT2) or GABA (GAD) vesicles. These ChAT
cells project to the rostral aspect of the ventrolateral medula. In addition, cholinergic signaling
in the retrotrapezoid nucleus (RTN), a region that contains neurons that regulate breathing in
response to changes in CO2/H', has been shown to activate chemosensitive neurons and
increase inspiratory activity. Our major goal is to identify the source of cholinergic input to
the RTN and also investigate the respiratory effects caused by the cholinergic and
glutamatergic stimulation of PPTg in animals without anesthesia. The neuroanatomical
experiments showed projections of cholinergic neurons from the PPTg and the post-
inspiratory complex (PiCo) to the RTN. In unrestrained awake rats, unilateral injection of the
glutamate (10 mM - 100 nl) in the PPTg decreased tidal volume (Vr), but otherwise increased
respiratory rate (fr) and net respiratory output as evidenced by an increase in ventilation (V).
All respiratory responses elicited by PPTg stimulation were blunted by prior injection of
methyl-atropine (5 mM/50-75 nl) into the RTN. In another group of the unrestrained awake
rats, unilateral injection of the cholinergic muscarinic agonist carbachol (10 mM - 100 nL) in
the PPTg decreased fr, and increase Vr, without changing V. The changes in fr and Vr
elicited by carbachol into the PPTg are abolished by previous blockade of the M4 muscarinic
cholinergic receptors tropicamide into the PPTg. Interestingly, in mouse, the chemogenetic
activation of PPTg glutamatergic neurons increased respiratory frequency and ventilation,
without change tidal volume. In contrast, stimulation of PPTg cholinergic neurons did not

change respiratory parameters. Our results identify key components of the signaling pathway



that associate muscarinic receptor activation with changes in neuronal excitability and thus
offer potential avenues for the therapeutic treatment of respiratory control problems

associated with disordered breathing in sleep situations.

Keywords: retrotrapezoid nucleus, pedunculopontine tegmental nucleus, cholinergic

signaling, breathing, mesopontine region.
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1.1) Sistema Respiratorio

O estudo da fisiologia do sistema respiratorio ¢ antigo em termos historicos. Um dos
primeiros relatos de estruturas desse sistema ¢ datado de aproximadamente 1550 a.C. no
Papiro de Ebers, um dos tratados médicos mais antigos e importantes que se conhece. A
medicina egipcia retrata que uma das fung¢des vitais mais importante para o corpo humano ¢ a
respiracdo. De acordo com um texto no papiro de Ebers, o ar entra pelo nariz, vai até os
pulmdes e chega ao coragdo e dai sera distribuido a todo o corpo pelos vasos sanguineos

(LECA, 1971).

Hoje sabemos que o sistema respiratorio, por fazer parte do sistema motor, possui
uma grande importancia para o organismo, desempenhando diversas fungdes, além das
funcdes respiratorias cldssicas, tais como: participagdo nos processos de degluticdo, na
fonacdo, na integracdo com o controle cardiovascular e principalmente na manutengdo da
homeostase. Entre as fungdes respiratorias, esse sistema € essencial para o controle dos niveis
de gases no organismo através dos processos de trocas gasosas pulmonares, evitando
alteragdes no equilibrio acido base.

Esse sistema pode ser dividido em duas partes, zona ou por¢ao condutora e zona ou
porcao respiratoria. A por¢do condutora ¢ composta por: nasofaringe, laringe, traqueia,
bronquios (primdrios, secunddrios e tercidrios) e bronquiolos terminais. Regides
extrapulmonares e intrapulmonares fazem parte da zona condutora e nela ndo ocorrem trocas
gasosas. Sua fun¢do ¢ umedecer, filtrar, aquecer e conduzir o ar para a regido onde ocorrem as
trocas gasosas que ¢ a por¢do respiratoria, a qual ¢ definida como o local onde ocorrem as
trocas gasosas e ¢ composta por: bronquiolos respiratorios, ductos alveolares e sacos
alveolares/alvéolos (Fig. 1A). Ela compreende apenas regides intrapulmonares (WEST,

2013).



Figura 1: Funcionalidade do sistema respiratorio

A) Representag@o esquematica da anatomia do sistema respiratorio. B)
Esquema representativo ilustrando os mecanismos responsaveis pelo
controle da respiragdo. Presenga de sensores, aferéncias/eferéncias e
controle. C) Padrdes respiratorios em diferentes situagdes em que se
pode observar as fases inspiratoria, pos-inspiratdria € expiratoria ativa.
D) Mapa neuroanatdmico (sagital e coronal) mostrando os principais
grupamentos envolvidos no controle respiratorio. Abreviagdes: Abd,
BotC,

respiratorio ventral caudal; Dia Diafragma; 10, oliva inferior; NA,

abdominal; complexo de Botzinger; cVRG, grupamento
nucleo ambiguo; NTS, nicleo do trato solitario; pFL, parafacial lateral;
pFV parafacial ventral, Ph, frénico; PiCO, complexo pds-inspiratorio;
preBotC, complexo de pré Botzinger; py, trato piramidal; rVRG,

grupamento respiratorio ventral rostral; Sp5, nucleo espinal do trigémio;

X, vago; XII, hipoglosso. Modificado de Del Negro et al., 2018.
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A respiragdo

atividade

o~

uma
ritmica e simples que
resulta na
movimentagdo de ar
pelas vias aéreas para
dentro e para fora dos
Nnossos pulmdes
mediante movimentos
continuos da caixa
toracica na chamada
mecanica respiratoria
(PARRY, 2001).
Esses movimentos

podem ser divididos

em  inspiracdo ¢

expiragdo. Na fase
inspiratoria, a
cavidade toracica

aumenta de volume e os pulmdes se expandem. Com o aumento da capacidade pulmonar e

queda da pressao no interior dos alvéolos pulmonares, temos um fluxo de ar unidirecional da

atmosfera para os pulmdes. Ao final da fase inspiratdria, ocorre a interrupgao desse fluxo de

ar (atmosfera - pulmdes) e temos o processo de expiracdo que constitui um mecanismo

passivo com diminuicao do volume pulmonar e expulsao do ar. A inspiragdo ocorre através da

contragdo da musculatura inspiratéria, enquanto a expiragdo, realizada em condigdes de



25

repouso, € passiva, ou seja, a contracdo da musculatura expiratdéria ndo ¢ necessaria
(FELDMAN; DEL NEGRO; GRAY, 2013; RICHTER; SMITH, 2014; SMITH et al., 2007).
(Figs. 1B-C).

O diafragma ¢ o principal musculo inspiratéorio (WEST, 2013) e ¢ inervado pelo
nervo frénico (direito e esquerdo). Esse nervo ¢ formado por fibras motoras que tem sua
origem na regido cervical da medula espinal (C3-C5), principalmente do 4° nervo cervical,
suas fibras descem pelo musculo escaleno anterior, passa contiguo ao pericardio, para se
distribuir no diafragma (MOORE, 2001). A contracdo do diafragma aumenta o didmetro do
torax. Além do diafragma, os intercostais externos também participam do processo
inspiratorio elevando as costelas e promovendo aumento no didmetro do térax (BORON;
WALTER F, 2012). Os musculos intercostais sdo inervados pelos nervos intercostais
(MOORE, 2001).

Em situagoes de esforco respiratorio (por exemplo, durante exercicio fisico) alguns
musculos podem auxiliar a mecanica respiratoria durante a inspiracao (esternocleidomastoide,
paraesternais, escalenos, triangular do esterno e musculos das vias aéreas superiores).
Musculos que formam a lingua, laringe, traqueia e bronquios estdo entre os principais
musculos das vias aéreas superiores. Para que a atividade respiratoria acontega ¢ necessaria a
atividade sincronica dos musculos principais da respiracdo e dos musculos das vias aéreas
superiores. O enfraquecimento desses musculos pode resultar em fechamento das vias aéreas
superiores no decorrer da inspiragdo. Para que o aparato respiratério composto por musculos
respiratorios (principais e acessorios), vias aéreas € pulmoes funcionem de forma sincronica ¢

necessario um controle exercido pelo sistema nervoso central (Fig. 1).



26

1.2) Controle neural da respiraciao
Santiago Ramoén y Cajal, médico e histologista espanhol ganhador do prémio Nobel

de Fisiologia ou Medicina de 1906 e considerado o "pai da neurociéncia moderna”, trouxe

uma  contribui¢do  relevante no
detalhamento  das  vias  neurais
aferentes e eferentes que estdo

envolvidas no controle respiratorio.

Em 1923 e 1924, Lumsden realizou

) ) Figura 2: Caracterizacio da regido parafacial
transeccdes em série na regido do . .
ventral/nicleo retrotrapezoide

tronco encefilico e observou que a | A) Desenho esquematico de um neurdnio
N , ) imunorreativo para Phox2b do RTN. Note a
remocao de areas rostrais da ponte era
localizacdo na superficie ventral do bulbo. B)
capaz de promover alteragdo no | Neurdnios do RTN identificados pela presenca de
padrio  respiratério  (LUMSDEN, Phox2b e auséncia de tirosina hidroxilase (TH). C)
Imuno-histoquimica mostrando a expressdo de
1923). Phox2b e neuromedina B (NMB) e glutamato
(VGlut2). D) Co-localizagao da expressio do mRNA
para NMB, GPR4 ¢ TASK-2 no RTN. GPR4 and

TASK-2 sdo receptores de protons. E) Registro

Com o avancgo dos estudos de

controle neural da respiragdo nos

ultimos 30 anos, atualmente ¢ possivel intracelular de um neurdnio do RTN mostrando suas
2

varia¢oes mediante alteragdes de pH. F) Relacdo entre
formar um mapa funcional dos . o -

P a atividade elétrica do RTN com as varia¢des de pH.
grupamentos de neurdnios envolvidos | G) Desenho esquematico ilustrando as conexdes do
] ] RTN com toda a coluna respiratéria e o
no controle respiratério. Esse mapa o o _
quimiorreflexo periférico. Modificado de Takakura et

funcional seria composto pelas | al, 2021.

seguintes regides: 1) grupamento respiratorio parafacial ventral/mucleo retrotrapezoide
(pFV/RTN), 2) grupamento prafacial lateral (pFL); 3) complexo Botzinger (BotC), 4)
complexo pré-Botzinger (preBotC), 5) grupamento respiratorio ventrolateral rostral (rVRG) e

6) grupamento respiratorio ventrolateral caudal (cVRG). Além do grupamento respiratorio
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ventral, sabe-se também que na regido dorsal do bulbo e em estruturas pontinas existem
grupamentos de neurénios também envolvidos em alguma fase da respira¢do. Esses neurdnios
estariam localizados no nucleo do trato solitario (NTS), complexo parabraquial (PB)/regido

Kolliker-Fuse (KF) e locus coeruleus (LC) (Figs. 1D e 2G)

1.3) Sinalizacao colinérgica e nucleo retrotrapezoide
Na regido ventrolateral do bulbo, existe um conjunto de neurénios localizados
ventralmente ao nucleo motor do nervo facial conhecido como grupamento RTN
(CONNELLY; ELLENBERGER; FELDMAN, 1989). O RTN ¢ constituido por
aproximadamente 2100 neurdnios no rato, se estende ventralmente ao nicleo motor do facial
desde sua porcdo mais caudal até a por¢do caudal do corpo trapezodide, englobando uma
distancia de aproximadamente 2,0 mm (TAKAKURA et al., 2008, 2014) (Figs. 2A-D; 2G).
Existem evidéncias que sugerem que esses neurdnios sdo responsaveis pelo controle do
movimento inspiratério, ja que eles se projetam para regides mais caudais da coluna
respiratoria ventral e para os neurdnios motores que controlam a inspiragdo (DOBBINS;
FELDMAN, 1994). A particularidade mais relevante apresentada pelos neuronios do RTN ¢ a
capacidade de detectar o aumento da pressao parcial de CO; (Paco2) plasmatica assim como a
consequente redu¢do do pH, gerando rapidamente o aumento da atividade respiratdria, sendo
esse fendmeno chamado de quimiorrecepgao central (MULKEY et al., 2004a; SMITH, 2006;
TAKAKURA et al., 2006) (Figs. 2E-F).
Os neurdnios que constituem o RTN expressam o fator de transcricdo Phox2b e o
neuromodulador neuromedina B que podem ser identificados pela técnica de imuno-
histoquimica (ABBOTT et al., 2009; MULKEY et al., 2004a; SHI et al., 2017; TAKAKURA

et al., 2008, 2014), sendo responsavel por modular a diferenciagcdo celular e a sobrevida de
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restritos grupamentos neuronais localizados na ponte e no bulbo, incluindo o proprio RTN

(AMIEL et al., 2003) (Figs 2A-D).

RTN-chemoreceptor Até o presente momento, sabe-se
neurons
(VGIut2; NK1; Phox2b; Nmb)

que os neurdénios do RTN s3o neurdnios

ndo colinérgicos e ndo aminérgicos e

predominantemente glutamatérgicos
—
.7I (GUYENET; MULKEY, 2010;
-—
o LAZARENKO et al., 2009; MULKEY et

LH/PeF

al., 2004a; TAKAKURA et al., 2008)

(Figs 2B-D). Além da propriedade

Respiratory modulation

Figura 3: Neuromodulagdo e interacdo | iniinseca do RTN na detecgdo dos niveis

astrocito-neuronio-vaso sanguineo na regiio do

. , de COy/H', esses neurbnios sdo
grupamento parafacial ventral/nucleo

retrotrapezéide (pFV/RTN). Adaptado de influenciados por uma série de
Moreira et al., 2021.

neurotransmissores ¢ neuromoduladores
(HAWRYLUK et al., 2012; MULKEY et al., 2007; NATTIE et al., 1989a; ROSIN; CHANG;
GUYENET, 2006; SOBRINHO et al., 2014). Muitos estudos tem demonstrado que o RTN ¢
altamente responsivo a substancia P, glutamato, GABA, orexina, serotonina (5-HT),
noradrenalina, ATP, acetilcolina (Ach), entre outros (DEV; LOESCHCKE, 1979; GOURINE
et al., 2005; KUO et al.,, 2016; LAZARENKO et al., 2011; MULKEY et al., 2004a;
OLIVEIRA et al., 2016; SOBRINHO et al., 2014; TAKAKURA et al., 2008; WENKER et
al., 2012) (Fig. 3)

Dentre os principais neuromoduladores da atividade respiratoria, temos que a
acetilcolina apresenta um papel relevante no controle respiratorio, em especial nos diferentes
estagios do ciclo sono-vigilia. Os primeiros estudos centrados na compreensdo de como o

cérebro controla a respiragdo sugerem que a transmissdo colinérgica na regido do RTN ¢
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necessaria para a manutengdo da atividade respiratoria e a sensibilidade ao CO2/H" in vitro
(FUKUDA; LOESCHCKE, 1979; MONTEAU; MORIN; HILAIRE, 1990; SOBRINHO et
al., 2016) e in vivo (NATTIE et al., 1989a). Apesar da importancia do papel fisiologico critico
dos quimiorreceptores do RTN, praticamente nada é conhecido no que diz respeito aos
impulsos colinérgicos para a regido RTN e a modulacdo da respiragdo, particularmente
durante o sono, quando a interrup¢do da fungdo do quimiorreceptor geralmente resulta em
insuficiéncia respiratoria.

Um trabalho do nosso laboratério mostrou que os neurénios quimiossensiveis do RTN
sdo altamente responsivos para Ach via ativagdo de receptores colinérgicos muscarinicos M1
e/ou M3 (SOBRINHO et al., 2016). Refor¢ando os resultados encontrados in vitro, foi
demonstrado que aplicacdio de Ach no RTN de animais ndo anestesiados promove um
aumento rapido e transiente da ventilacdo e que as alteracdes respiratorias foram abolidas pela
aplicacdo prévia do antagonista colinérgico muscarinico ndo especifico metil-atropina
((LIMA et al., 2019a). Essas evidéncias experimentais indicam que a sinalizagdo colinérgica

no RTN ¢ mediada pela ativacao de receptores colinérgicos muscarinicos.

1.4) Sinalizacao colinérgica e nucleo tegmental pedinculo pontino

No encéfalo, temos neurdnios colinérgicos que sao encontrados no prosencéfalo basal
(diencéfalo e hemisférios cerebrais) e mesencéfalo (situado rostralmente a ponte e envolvidos
em diversas muitas fungdes sensoriais € motoras) (KANDEL; ER, SCHWARTZ, JH,
JESSELL, 2014). Os neurdnios colinérgicos mesencefalicos sao concentrados principalmente
em duas areas do mesencéfalo, ntcleo tegmental pedinculo pontino (PPTg) e o nucleo
tegmental laterodorsal (LDTg).

As projecdes colinérgicas descendentes para o bulbo ventrolateral aferentam dos

neurénios do PPTg e do LDTg (embora os neurdnios do tronco encefalico locais também
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possam ser uma fonte de vias colinérgicas), em especial para a superficie ventral do bulbo
onde localizam-se os neurdnios quimiossensiveis do RTN (YASUI; CECHETTO; SAPER,
1990). Os nucleos PPTg e LDTg compreendem, respectivamente, os grupos de células
colinérgicas Ch5 e Ch6 da coluna colinérgica caudal (MESULAM et al., 1983). O PPTg
possui fungdes importantes e relevantes para a regulacdo dos estados comportamentais, no
despertar, na fungdo motora, no aprendizado e na recompensa (WANG; MORALES, 2009) e
incluindo controle da respiragdo (SAPONJIC; RADULOVACKI; CARLEY, 2003).

O PPTg ¢ considerado um dos principais nicleos colinérgicos e expressa fatores de
transcricdo ndo apenas para a enzima colina acetil-transferase (ChAT), mas também para
vesiculas de glutamato (VGIuT2) ou GABA (GAD). Esses fenotipos neuronais sao
distribuidos de forma heterogénea dentro do PPTg, indicando que ele possui neurdnios
colinérgicos, glutamatérgicos e GABAérgicos presentes em varios niveis e subdivisdes
(MENA-SEGOVIA; BOLAM, 2017). Quanto as subdivisdes, ele pode ser dividido em duas
“por¢des”; a parte compacta, onde existe uma distribuicdo maior de neurdnios
glutamatérgicos do que de neurdnios colinérgicos; e a parte dissipata, em que 0s neurdnios
GABA¢érgicos sao quase duas vezes mais concentrados do que os neurdnios colinérgicos
(WANG; MORALES, 2009).

Os neuronios colinérgicos do PPTg fornecem uma das principais fontes de inervacao
colinérgica para os neurdnios dopaminérgicos da substancia negra (MENA-SEGOVIA;
WINN; BOLAM, 2008). Os axonios colinérgicos desse nucleo possuem a capacidade de
ativar e alterar as propriedades de disparo de neurdnios da area tegmental ventral (VTA)
(DAUTAN et al., 2016), desempenham um papel vital na ocorréncia de congelamento da
marcha na doenga de Parkinson (XIAO et al., 2017) e sua estimulagdo pode diminuir os
episodios de congelamento da marcha e instabilidade postural na doenga de Parkinson

(THEVATHASAN et al., 2011).
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Adicionalmente, os neuronios colinérgicos do PPTg parecem estar envolvidos na
manutencdo do ciclo sono-vigilia, mais precisamente na fase do sono REM e em situagdes de
vigilia (RYE, 1997). Estudos demonstram que as populagdes neuronais do PPTg possuem
diferentes projegdes eferentes e podem influenciar a atividade cortical e os estados de
sono/vigilia. Os neurdnios glutamatérgicos promovem o estado de vigilia, os colinérgicos
suprimem os ritmos do eletroencefalograma de baixa frequéncia durante o sono NREM e os
GABA¢érgicos reduzem ligeiramente o sono REM (KROEGER et al., 2017). Quanto aos
estagios de sono, sdo identificados dois estagios, o de sono ndo REM (sono mais lento) e o
estagio de atividade cerebral mais rapida, ou sono REM (do inglés, movimentos rapidos dos
olhos). O sono ndo REM ¢ dividido em quatro fases, segundo a progressdo da sua
profundidade. O estagio 1 ¢ a fase inicial do sono e o mais leve, onde o individuo pode
despertar com muita facilidade dependendo do ambiente em que esteja inserido, ¢
caracterizado pela atividade motora reduzida. Esse estdgio representa a transi¢do da vigilia
para o inicio do sono e dura varios minutos. Pessoas acordadas mostram atividade EEG de
baixa voltagem (10-30 pV e 16-25 Hz). A medida que relaxam, eles mostram sinusoidal (alfa)
de cerca de 20-40 uV e 10 Hz. Na transi¢do para o estagio 1, surgem frequéncias mais lentas e
o EEG mostra um padrao de frequéncia mista de baixa voltagem. O estagio 2 ¢ caracterizado
pelo maior relaxamento muscular e a atividade cerebral ainda ¢ muito intensa. Esse estagio ¢
caracterizado por picos de ondas sinusoidais chamadas fusos de sono (12-14 Hz) e ondas
bifasicas de alta voltagem chamadas de complexos K, que ocorrem episodicamente contra um
fundo de atividade continua de EEG de baixa voltagem. No estdgio 3 o individuo comega a
entrar no sono profundo, o EEG nesse estagio mostra ondas delta lentas e de alta amplitude
(0,5-2 Hz). O estagio 4 ¢ considerado a segunda fase do sono profundo, nele a atividade de
ondas lentas aumenta e domina o registro do EEG. Nos humanos os estagios 3 e¢ 4 geralmente

sao chamados de sono de ondas lentas. Apds esse periodo o individuo passa para o sono
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REM, que se caracteriza ndo apenas pelos

movimentos rapidos dos olhos, mas também

por uma inibicdo completa do tonus dos

ESTAGIO 2
TSono mais Iev_em .
B musculos esqueléticos. Nesta fase os sonhos
Fases do
SONO ) . o
) ocorrem com maior frequéncia e a respiragao
e fica mais rapida e superficial. O EEG durante o

Inicio do sono
profundo

sono REM reverte para um padrio de baixa
] voltagem e frequéncia mista semelhante ao
Figura 4: Desenho esquematico ilustrando
as fases do sono estagio 1 do sono ndo REM, muito semelhante

O desenho mostra os 4 estagios d o
COCTNO TMOSTA 08 % e3aglos €0 SN0 1 a0 periodo de vigilia. (KANDEL, E.R:;

NREM e suas principais caracteristicas e o
sono REM. SCHWARTZ, J.H.; JESSELLL, 2014) (Fig. 4).

Possivelmente, os neurénios glutamatérgicos e colinérgicos do PPTg funcionam em conjunto
para produzir a vigilia (KROEGER et al.,, 2017). Dados recentes fornecem a primeira
evidéncia direta de que a ativacdo da sinalizacdo BDNF-TrkB (Brain-derived neurotrophic
factor - tropomyosin receptor kinase B) no PPTg ¢ um passo importante para o
desenvolvimento do sono REM (BARNES et al., 2017).

Em animais anestesiados, a ativagao do PPTg promove taquipneia e atividade tonica
transiente do musculo genioglosso (SAPONJIC; RADULOVACKI; CARLEY, 2006).
Estudos do mesmo grupo revelam que injecdes de glutamato no PPTg de ratos anestesiados,
com respiracdo espontanea, aumentou a variabilidade de parametros respiratorios quando
estavam sob efeito anestésico (SAPONJIC; RADULOVACKI; CARLEY, 2003). No entanto,
esses experimentos foram realizados de maneira nao especifica e em animais em situacdes de
anestesia, situacao essa que promove uma depressao do sistema respiratorio.

Dessa maneira, ainda parece inconclusivo a fun¢do fisiologica dos receptores

colinérgicos localizados no bulbo ventrolateral, em especial no RTN, (SOBRINHO et al.,
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2016) no controle da atividade respiratoria. O RTN possui um denso campo de terminais
colinérgicos (BOUTIN; ALSAHAFI; PAGLIARDINI, 2017; LIMA et al., 2019a), embora a
evidéncia anatdmica que comprove as conexdes colinérgicas para o0s neurdnios
quimiorreceptores do RTN ainda necessita de mais estudos. Portanto, o objetivo principal do
presente estudo foi realizar uma investigagdo anatomo-funcional para avaliar a integracao
entre o grupamento colinérgico localizado no PPTg e o RTN. O foco principal foi investigar a

participagdo dessa importante via mesencéfalo-bulbo no controle respiratorio.
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2 HIPOTESE E JUSTIFICATIVA
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De acordo com as evidéncias descritas acima, nossa principal hipotese ¢ que o PPTg
envia projecdes colinérgicas para a regido do RTN e que a estimulacdo do PPTg ¢ capaz de
promover alteragdes respiratdrias no animal nao anestesiado. Com isso, pretendemos ampliar
0 nosso entendimento sobre os mecanismos de integracdo entre o PPTg e uma importante
regido do bulbo que estad envolvida no processo da quimiorrecep¢do central e controle
respiratéorio, o nucleo retrotrapezdide (RTN). Esta integragdo pode contribuir
substancialmente com o entendimento de processos fisiologicos envolvendo a sinalizagdo

colinérgica, em especial no controle respiratorio.
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3 OBJETIVO
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Considerando a necessidade de melhor entender a interagdo entre areas

mesencefalicas e bulbares no controle respiratdrio, bem como a participagdo da sinalizagdo

colinérgica, o presente estudo teve como objetivo principal realizar uma investigacao

anatomo-funcional para avaliar a integracdo entre o grupamento colinérgico localizado no

PPTg e o RTN que contém neurdnios envolvidos no processo da quimiorrecepcao central e

controle respiratério. Os nossos experimentos foram realizados tanto em ratos quanto em

camundongos geneticamente modificados.

1)

2)

3)

4)

5)

Portanto, os objetivos especificos foram:

Investigar se o RTN recebe aferéncias de grupamentos colinérgicos localizados no
mesencéfalo, em especial do PPTg.

Avaliar outros grupamentos colinérgicos do tronco encefalico com aferéncias para o
RTN.

Avaliar os tipos de receptores muscarinicos presentes no PPTg que sdo capazes de
promover variagdes da atividade respiratoria.

Examinar se a estimulacdao colinérgica do PPTg ¢ capaz de promover alteragdes
respiratorias e no ciclo sono-vigilia.

Investigar se a estimulacdo glutamatérgica do PPTg ¢ capaz de promover alteracdes

respiratorias e no ciclo sono-vigilia.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1) Animais

Em nossos experimentos, nds utilizamos ratos e camundongos adultos. Os ratos
(Rattus norvegicus, linhagem Wistar) estavam pesando entre 250 e 360 g, provenientes do
Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB -
USP). Os ratos foram acondicionados no biotério com ciclo claro/escuro de 12h, temperatura
de 25 °C e acesso livre a ragdo e agua. Os procedimentos experimentais foram conduzidos
com base no protocolo de ética em experimentagio animal adotado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do ICB-USP (protocolo do comité de ética nimero 81/3 - FlL. 34).
Utilizamos também camundongos machos para experimentos funcionais e camundongos de
ambos os sexos foram utilizados para as investigagdes anatomicas. A idade dos camundongos
no momento da experimentacdo variou entre 12 e 30 semanas. Eles foram alojados
individualmente em gaiolas plasticas padrao com cama de espiga de milho padrio com
materiais de nidificagdo em um ciclo de 12 h claro/escuro a temperaturas ambientes variando
entre 20 e 24 °C. Ragao para roedores (F6 Rodent Diet 8664, Teklad) e 4gua foram fornecidas
ad libitum. Os cuidados com esses animais ¢ procedimentos experimentais foram aprovados
pelo Comité Institucional de Cuidados e Uso de Animais do Centro Médico Beth Israel

Deaconess da Universidade de Harvard.

4.2) Procedimentos cirurgicos e anestesia

Em todos os procedimentos cirtrgicos com ratos, foram utilizados métodos
assépticos para reduzir o risco de infeccdes e apos o término das cirurgias, os animais
receberam uma inje¢ao intramuscular (0,2 ml/rato) de Pentabidtico Veterindrio para animais
de pequeno porte (Fort Dodge Sauide Animal Ltda.) e de analgésico/anti-inflamatério

Ketoflex (cetoprofeno 1%, 0,01 ml/rato).
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Para os camundongos, o tratamento com o anti-inflamatério meloxicam (0,01

ml/camundongo) foi administrado antes da cirurgia.

4.2.1) Injecao de tracador retrogrado

As injecdes do tragador retrogrado foram realizadas em ratos anestesiados
intraperitonealmente (i.p.) com uma mistura anestésica de cetamina (80 mg/kg) e xilasina (7
mg/kg). Os animais foram adaptados a um aparelho estereotaxico Kopf (modelo Kopf 1760) e
apos uma incisdo longitudinal na pele e no tecido subcutdneo para a exposi¢do da calota
craniana, o lambda e o bregma foram utilizados como referéncia para nivelar as cabecas dos
animais.

Os depositos do tragador retrogrado FluroGold (FG - 2%) foram realizados com o
uso de pipetas de vidro com didmetro interno de ponta da ordem de 18 - 20 pm, mediante
aplicacdo de +7 pA de corrente pulsatil (7s “ON”, 7s “OFF”) durante 15 minutos, provida de
uma fonte de corrente constante (Midgard Eletronics, Modelo CS3). Apds as injecoes, as
pipetas foram deixadas no local por 15 minutos para evitar o escoamento do tracador ao longo
do trajeto da pipeta. As coordenadas estereotéxicas, de acordo com o Atlas de Paxinos e
Watson (2005) e com a experiéncia prévia do nosso laboratorio, utilizadas para atingir o RTN
foram as seguintes: AP = -2,4 mm em relagdo ao lambda; L = £1,9 mm relagdo a sutura
interparietal ¢ DV = -8,6 mm ventral a dura-méater. Apdés uma semana, os animais foram
profundamente anestesiados com pentobarbital de sodio (60 mg/kg), perfundidos, os
encéfalos foram retirados, cortados em microtomo numa espessura de 40 um e receberam o
tratamento para revelagdo do tracador FG, juntamente com a expressdo de colina acetil-
transferase (ChAT) na regido do PPTg, bem como de outros grupamentos colinérgicos do

tronco encefalico.
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4.2.2) Injecao de tracador anterégrado

As inje¢des do tracador anterogrado Phaseolus vulgaris - leucoagglutinin (Pha-L)
foram realizadas em ratos anestesiados intraperitonealmente (i.p.) com uma mistura anestésica
de cetamina (80 mg/kg) e xilasina (7 mg/kg). Os animais foram adaptados a um aparelho
estereotaxico Kopf (modelo Kopf 1760) e apds uma incisao longitudinal na pele e no tecido
subcutaneo para a exposi¢do da calota craniana, o lambda e o bregma foram utilizados como
referéncia para nivelar as cabecas dos animais.

Um grupo de 4 animais recebeu inje¢des iontoforéticas do tracador anterdgrado
Phaseolus vulgaris- leucoagglutinin - PHA-L (2.5% in 0.1 M phosphate buffer, Vector
Laboratories, Burlingame, CA) na regido do PPTg. Os depositos foram feitos através de
pipetas de vidro com didmetro interno de ponta da ordem de 10 - 15 um, mediante aplicacao
de +5 pA de corrente pulsatil (7 s “ON”, 7 s “OFF”) durante 20 minutos, provida de uma
fonte de corrente constante (Midgard Eletronics, Modelo CS3). Apods as injegdes, as
micropipetas foram deixadas no local por 15 minutos para evitar o escoamento do tragador ao
longo do trajeto da pipeta. As coordenadas estereotaxicas, de acordo com o Atlas de Paxinos e
Watson (2005) e com a experiéncia prévia do nosso laboratorio, utilizadas para atingir o PPTg
foram as seguintes: AP = -7,9 mm em relacdo ao bregma; L = £1,7 mm em relagdo a sutura
sagital e DV = -6,6 mm ventral a superficie do osso. Apos 15 dias, os animais foram
profundamente anestesiados com pentobarbital de sodio (60 mg/kg), perfundidos, os
encéfalos foram retirados, cortados em microtomo numa espessura de 40 um e receberam o
tratamento imuno-histoquimico para revelacdo do tracador PHA-L na regido do RTN, aqui
definido como a regido onde os corpos celulares e os dendritos de neuronios ativados por CO>
previamente identificados estdo localizados (KUMAR et al., 2015; MULKEY et al., 2004b;

TAKAKURA et al., 2006).
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4.2.3) Implante de cianulas encefalicas

Os animais (ratos) foram inicialmente anestesiados intraperitonealmente com
coquetel composto por cetamina (80 mg/kg) e xilazina (7 mg/kg) e apos a tricotomia da
cabeca, foram posicionados em aparelho estereotdxico (modelo Kopf 900). O implante de
canulas guia de aco inoxidavel direcionadas ao PPTg e/ou ao RTN foram realizados de 7 a 10
dias antes do dia do experimento. Apds serem devidamente anestesiados e posicionados no
estereotaxico, foi feita a trepanacdo unilateral do osso parietal com uma broca esférica. As
coordenas utilizadas para o implante de canulas em dire¢do ao PPTg foram as seguintes: -7,8
mm caudal ao bregma, +1,7 mm lateral a sutura sagital e -5,1 mm ventral & superficie do osso.
As coordenas utilizadas para o implante de canulas em dire¢do ao RTN foram as seguintes: -
7,9 mm caudal ao bregma, +1,7 mm lateral a sutura sagital e -5,2 mm ventral a superficie do
0ss0. Para o implante em dire¢do ao RTN as canulas sofreram angulacdo de 30°. As canulas
implantadas foram fixadas a calota craniana com resina acrilica dental. As injetoras que foram
utilizadas no dia do experimento foram obtidas de agulhas gengivais e foram 1,5 mm mais

longas do que as canulas-guia para que pudessem atingir as regioes de interesse.

4.2.4) Injecoes de virus

Camundongos geneticamente modificados foram inicialmente anestesiados i.p com
uma mistura anestésica de cetamina (100 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg). Os animais foram
adaptados a um aparelho estereotaxico Kopf (modelo Kopf 900) e apds uma incisdo
longitudinal na pele e no tecido subcutaneo para a exposicao da calota craniana, o lambda e o
bregma foram utilizados como referéncia para nivelar as cabegas dos animais. Injecdes
estereotaxicas foram realizadas em direcdo ao PPTg utilizando-se as seguintes coordenadas: -
4,7 mm caudal ao bregma, +1,14 mm lateral a sutura sagital e -2,85 mm ventral a superficie

do osso.
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4.2.5) Implante de head stage

Para a gravagdo de eletroencefalograma/eletromiograma (EEG/EMG), uma incisdo
na linha média (8 mm) foi feita sobre o cranio. Quatro furos foram realizados e pequenos
parafusos cranianos foram inseridos para atuarem como eletrodos de EEG. Estes estavam
ligados a uma tomada de conexdo. Dois fios de EMG também foram inseridos nos musculos
do pescoco (através de uma incisd@o dorsal na linha média de 1 cm sobre o pescogo) para
registrar a atividade elétrica da musculatura do pescoco. Esses eletrodos também foram
conectados a tomada de conexao.

Em camundongos, o EEG ¢ o EMG foram registrados usando cabos de pré-
amplificador Pinnacle conectados ao adaptador analdgico (8242, Pinnacle Technology). EEG
e EMQG, foram alimentados em um conversor analdgico-digital Axon Digidata 1322 A e os
sinais foram adquiridos usando o software Axoscope- v10 (Molecular Devices, Foster City,

CA, EUA).

4.3) Drogas utilizadas
e Metil-atropina (M-Atr: 5 mM em solucao salina estéril, pH 7,4; 50-75 nL);
e Glutamato monosodico (10 mM em solugdo salina estéril, pH 7,4; 100 nL);
e Acido quinurénico (kyn: 100 mM em solugao salina estéril, pH 7,4; 50-75 nL);
e Carbacol (agonista muscarinico: 10 mM-100 nL, pH 7,4; da Sigma Chemical Co.);
e Pirenzepina (antagonista muscarinico de M1: 10 mM-100 nL, pH 7,4; da Sigma
Chemical Co.);
e 4-DAMP (antagonista muscarinico M1/M3: 10 mM-100 nL, pH 7.,4; de RBI);
e Tropicamida (antagonista muscarinico de M4: 10 mM — 100 nL, pH 7,4; de RBI).
A concentragdo das drogas utilizadas foi baseada em trabalhos anteriores da literatura

e de experimentos realizados no nosso laboratério (BORELLA et al., 2008). Todas as drogas
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foram injetadas uni ou bilateralmente usando uma seringa Hamilton de 1 ou 5 pL. conectada a
uma agulha de injecdo posicionada na canula guia (a ponta da agulha se estendia de 1,5 a 3,5

mm além do final da canula).

4.4) Vetores virais

AAV8-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-mCherry produzido na Central de Vetores Virais da
Universidade da Carolina do Norte (KAUR et al., 2017; NAGANUMA et al., 2019a, 2019b) e
foi utilizado no volume de 15-20 nL. AAV-CAG-FLEX-ArchT-GFP que co-expressa ArchT e
GFP de uma maneira dependente de Cre também foi adquirido da Universidade da Carolina

do Norte (UNC) (CAMPOS et al., 2016; KAUR et al., 2017).

4.5) Medida da ventilacdo pulmonar em ratos no anestesiados

As medidas de ventilacdo (Vg) foram obtidas por pletismografia de corpo inteiro
(MENKES & DUBOIS, 1969). A pletismografia de corpo inteiro permite uma maneira
precisa e quantitativa dos parametros respiratorios. E um método baseado no principio de que
um animal, dentro de uma cdmara hermeticamente fechada, tera seu volume de ar corrente
inspirado aquecido, da temperatura da cadmara a temperatura corporal, e saturado com vapor
de agua. Durante a expiragdo, seu volume de ar corrente sera resfriado até a temperatura da
camara, havendo perda de vapor de agua. Essas situacdes de aquecimento e umidificagdo do
ar inspirado, bem como de resfriamento e desidratacdo do ar expirado provocam pequenas
mudancas de pressao, que podem ser captadas por um transdutor diferencial de pressao de alta
sensibilidade (FE141 Spirometer, ADInstruments). A camara de pletismografia consiste em
uma caixa de acrilico de 5 L para ratos ¢ 700 mL para camundongo, em que o animal ¢
colocado e pode mover-se livremente. A camara teve um termometro € uma seringa acoplados

para medida de temperatura e calibragdo, respectivamente.
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Durante a realiza¢do de cada medida de VE, o fluxo de ar foi interrompido e a camara
permaneceu totalmente vedada, com o animal dentro, por curtos periodos (aproximadamente
2 minutos). A caixa foi conectada a um transdutor de pressdo acoplado a um pré-amplificador
e a um software de aquisicdo de dados Powerlab (modelo Powerlab 8SP ADInstruments) de 8
canais que quantificou a frequéncia e amplitude dos sinais respiratorios.

A calibragdo foi efetuada antes de cada experimento, injetando-se um volume de ar
conhecido (1 mL) dentro da camara hermeticamente fechada ¢ com o animal dentro dela em
repouso. Duas varidveis respiratorias foram medidas; a frequéncia respiratoria (fr) € o volume

corrente (Vr), sendo a ultima variavel calculada pela seguinte formula:

VT =PT x VK x Tc x (PB - Pc)
PK TR  (PB-Pc) - Tc x (PB-PR)
Tb

Definicao dos simbolos da equacdo:

VT: Volume de ar corrente.

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

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

Tc: Temperatura do ar dentro da camara do animal.

PB: Pressao barométrica.

PR: Pressao de vapor de dgua a temperatura corporal.

PC: Pressao de vapor de d4gua na camara do animal.

TR: Temperatura ambiente
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A Vg foi medida pelo produto entre fr € Vr. A Vg e o V1 foram apresentados nas
condi¢des de pressdo barométrica ambiente, temperatura corporal e saturados com vapor de
agua. Foram realizadas medidas da temperatura corporal do animal antes e ao final dos
protocolos experimentais mediante a medida de temperatura retal. As medidas de Vg foram
realizadas antes das manipulagdes no SNC (PPTg e/ou RTN) (basal) e imediatamente apos as

estimulagdes.

4.6) Perfusao e cortes cerebrais

Ao término dos experimentos, os ratos foram profundamente anestesiados com
pentobarbital de sédio (60 mg/kg), uma solucdo a 2% de Evans azul foi injetada no PPTg
(100 nL) e/ou RTN (50 nL) e posteriormente esses animais foram perfundidos através do
ventriculo cardiaco esquerdo com tampdo fosfato-salina (PBS) (pH 7,4) seguido de
formaldeido (4% em 0,1 M de fosfato, pH 7,4). Os encéfalos foram retirados e guardados
nesse fixador por 24 horas a 4°C. Os encéfalos foram cortados em micrétomo de
congelamento numa espessura de 40 pum e guardados em solugdo anti-congelante
(crioprotetora: 20% de glicerol, 30% de etileno glicol em 50 mM de fostato, pH 7.4) que
preserva as qualidades do tecido cerebral para posterior tratamento imuno-histoquimico
(SCHREIHOFER; GUYENET, 1997).

Com um protocolo similar, mas ndo idéntico, apds a realizacdo dos protocolos
experimentais, os camundongos foram anestesiados profundamente com hidrato de cloral
(1,5% de peso corporal, i.p., solucdo de 7%) e perfundidos intracardialmente com 40 mL de
PBS e depois 40 mL de 10% formalina a um pH neutro (Thermo Fisher Scientific). Os
encéfalos foram extraidos e pos-fixados durante a noite em formalina a 10% e, em seguida,
armazenados em 20% de sacarose até serem seccionados usando um micrétomo de

congelamento (cortes coronais de 40 pm). Apos os cortes, os tecidos foram armazenados a 4
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°C em PBS contendo o conservante azida de sddio até serem processados para tratamentos

histologicos.

4.7) Imuno-histoquimica

Em ratos, imunorreatividade para ChAT foi detectada utilizando anticorpo primario
cabra anti-colina acetiltransferase (AB 144P; Merck Millipore; Darmstadt; Germany; diluigdo
1:1000). O tracador retrogrado FluoroGold (FG) ¢ fluorescente, sendo assim, nao foi
necessario realizar imunorreatividade para sua deteccao.

O anticorpo primario foi incubado por 24 horas em PBS contendo 10% soro de burro
(017-000-121, Jackson ImmunoResearch Laboratories) e 0,3% Triton 100-X. Os cortes foram
posteriormente lavados em PBS e incubados por 2 horas no anticorpo secundario Alexa 488
burro anti-cabra (705-546-147; Jackson ImmunoResearch Laboratories, diluicao 1:200) para
ChAT. Os cortes foram lavados em PBS, ordenados em sequéncia rostro-caudal em laminas
gelatinizadas, desidratados em uma série de concentragdes ascendentes de etanol, transferidos
para Xilol e cobertos com DPX (06522; Sigma Aldrich).

No protocolo de imunoperoxidase, o PHA-L foi detectado utilizando o anticorpo
primario anti-PHA-L (AS2224; Vector, Burlingame, CA; diluicao 1:5000) feito em cabra. Os
cortes foram incubados por 24 horas em uma solucdo contendo 10% soro de burro (017-000-
121, Jackson ImmunoResearch Laboratories) e 0,3% Triton 100-X. Os cortes foram
posteriormente lavados em PBS e incubados por 2 horas no anticorpo secundario biotinilado
alexa 594 coelho anti-cabra (705-586-147; Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA, USA; diluigao 1:200) diluido em 1% soro de burro ¢ 0,3% Triton 100-X por 2
horas para a imunomarcacao do PHA-L. Apds esse periodo, os cortes foram lavados em PBS
e incubados em 0,3% Triton 100-X contendo Extravidin (E2886; Sigma- Aldrich, St. Louis,

MO, USA; dilui¢ao 1:1000) por 2 h.
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A reacgdo de peroxidase foi visualizada utilizando a enzima glicose oxidase e 3,3'-
diaminobenzidine-tetrahydrochloride-dihydrate (DAB) como cromogeno para PHA-L, e foi
adicionado imidazol 1 M para a imuno-marcagdo. Os cortes foram lavados em PBS,
ordenados em sequéncia rostro-caudal em laminas gelatinizadas, desidratados em uma série
de concentragdes ascendentes de etanol, transferidos para Xilol e cobertos com DPX (06522;
Sigma Aldrich).

Em camundongos, todos os tecidos foram processados através da técnica de free
floating e conduzidos a temperatura ambiente. Para imunofluorescéncia de ChAT, as sec¢des
de tecido foram lavadas e incubadas em uma solugdo de bloqueio com 10% soro de cavalo,
depois lavadas e incubadas com anticorpo primario durante a noite (anti-ChAT feito em
cabra; lote #2453644, lote #2453644, catalogo #AB144P, Millipore, dilui¢do 1:100). Para a
imuno-histoquimica com estreptavidina, foram utilizados os seguintes anticorpos secundarios:
IgG biotinilada anti-cabra feito em burro (1:1000; lote #134600, catdlogo #705-065-147,
Jackson ImmunoResearch); seguido de estreptavidina conjugada, Invitrogen Cy5 (1:500;
catdlogo # SA1011, Thermo Fisher Scientific) ou estreptavidina conjugada Cy3 (1:500; lote
#62692, catalogo # 711-165-152, Jackson ImmunoResearch) para visualizar a fluorescéncia.
As segOes foram organizadas e montadas em laminas de vidro, as laminas foram secas e

cobertas com Vectashield.

4.8) Hibridizacao in situ

O protocolo usado para realizar a hibridagdo in situ foi baseado em protocolos
anteriores, conforme descrito anteriormente por Machado e colaboradores (2019). Uma ou
duas séries de segoes encefalicas do PPTg foram usadas para mRNA de receptor colinérgico
M4 (M4R), marcagao de mRNA de Slc17a6 (VGIuT2) ou Slc32al (VGat) pela hibridizagdo

in situ de RNA. Primeiro, os encéfalos foram seccionados a 30 um e depois montados nas
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laminas Superfrost Plus, totalmente livres de RNAase. O kit de reagente fluorescente
multiplex RNAScope V2 (catalogo # 323100, Advanced Cell Diagnostics) foi aplicado sobre
a area do tecido apds as laminas serem aquecidas em forno seco por 30 minutos a 40 °C. A
peroxidase de hidrogénio foi usada para pré-tratamento de todas as se¢des por 20 minutos a
temperatura ambiente, e a recuperacdo do tecido foi realizada por 5 minutos, colocando as
laminas em um vaporizador (> 99°C). Apo6s esses procedimentos, as secdes foram
desidratadas em alcool 90% e secas ao ar por 5 min, seguido de um tratamento com reagente
de protease (Protease III) por 30 min a 40 °C. Apds lavagem em agua estéril, as se¢des foram
incubadas em suas respectivas sondas de escopo de RNA para m4-C1 (Sonda de RNAscope-
Mm-Chrm4; catidlogo # 410581, Advanced Cell Diagnostics), Slc17a6- C1 (Sonda de
RNAscope-Mm-Slc17a6; catdlogo #319171, Advanced Cell Diagnostics) e Slc32al-Cl
(RNAscope Probe- Mm-Slc32al; catalogo #319191, Advanced Cell Diagnostics) por 2 h a 40
°C para hibridizacdo. Apds esta etapas, as se¢des foram entdo incubadas em trés reagentes de
amplificacao a 40 °C (AMP1, AMP2 por 30 min cada ¢ AMP3 por 15 min) e seguidas de
amplificacdao de peroxidase-C1 de rabano silvestre (C1P-C1) a 40 °C por 15 min. As secdes
foram entdo incubadas em fluor6foros TSA (Trichostatin A) mais fluororesceina ou CyS5
(catalogo # NEL741001, PerkinElmer) em uma concentragdao de 1:750 por 30 min para
visualizagao (canal 1 a 688 nm) M4 e mRNA de VGIuT2/Vgat (a 488 nm). Na tultima etapa
do processo, as se¢oes foram submetidas ao bloqueio da HRP por 15 min a 40 °C. Apos cada
uma das etapas do protocolo, as se¢des foram lavadas em 1X no tampao de lavagem fornecido
no kit. As laminas foram secas e cobertas com laminulas em meio de montagem Vectashield

(catalogo # H-1400, Vector Laboratories) (MACHADO et al., 2019).
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4.9) Histologia

Apos tratamento imuno-histoquimico, os cortes histolégicos foram montados em
laminas gelatinizadas e observados no microscopio Zeiss Axioimager Al (Zeiss, Muenchen,
Germany) para localizacdo das injecdes no RTN e na regido do PPTg, assim como a analise
das marcagdes especificadas em cada protocolo experimental. A analise e nomenclatura
neuroanatomica foi baseada no atlas de Paxinos e Watson (2005) para ratos e no atlas de
Franklin e Paxinos (2008) para camundongos, bem como em trabalhos anteriores (BARNA;
TAKAKURA; MOREIRA, 2012, 2014; STORNETTA et al., 2006; TAKAKURA et al.,
2014). Uma série de cortes encefalicos foi montada em laminas gelatinizadas, coradas pela

técnica de Nissl e utilizada como controle citoarquitetonico.

4.10) Imagens

O microscopio Zeiss Axioimager Al (Zeiss, Muenchen, Germany) foi usado para a
analise das imagens de tecidos. A imunofluorescéncia foi analisada sob iluminagdo de epi-
fluorescéncia e os cortes marcados através da imunoperoxidase foram analisados sob campo
claro. As fotomicrografias foram feitas com auxilio da camera Zeiss Axiocam HRc. As
imagens com mais de uma marcagdo na fluorescéncia foram analisadas com o software
Axiovision (Zeiss), que permite a aquisicdo de imagens em diferentes canais fluorescentes,
assim como, a subsequente sobreposi¢do das imagens. Image J (versdo 1.41; National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) foi utilizado para contagem de neurdnios € o

software Canvas (ACD Systems, Victoria, Canada, v. 9.0) para desenho das imagens.

4.11) Analise dos resultados
A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa GraphPad Prism versao 7

(GraphPad Software). Apds um teste de normalidade (teste D'Agostino e Pearson Omnibus),
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para testes estatisticos entre dois grupos, foi utilizado um teste t ndo pareado ou teste t
pareado. Os dados foram tabelados e representados em graficos como média * erro padrao da
média. Teste T ou analise de variancia de 1 via seguido do teste de Tukey ou de Bonferroni
foram utilizados para comparagao entre as médias. O teste estatistico utilizado, a significancia
estatistica e o numero de animais por grupo sao relatados nos resultados ou nas legendas das

figuras. O indice de significancia foi fixado em p<0,05.
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5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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5.1) Efeitos respiratorios produzidos pela injecio de metil-atropina ou acido
quinurénico no RTN e glutamato no PPTg em ratos niio anestesiados

O volume corrente V1 (mL/kg), frequéncia respiratoria fr (respiracdes/min) e
ventilagdo Vg (mL/kg/min) foram registradas continuamente durante 2 minutos, comeg¢ando
30-45 minutos ap6s os ratos serem colocados individualmente em uma camara de
pletismografia. As analises controles foram registrados por 2 min e analisados imediatamente
antes do primeiro tratamento (salina ou M-Atr no RTN) ou (veiculo ou kyn no RTN). Esses
valores foram utilizados como referéncia para calcular as alteragdes produzidas pelos
tratamentos. Glutamato (10 mM/100 nL) ou salina foi injetado unilateralmente no PPTg 10
min apds a injecao unilateral de M-Atr (5 mM/50-75 nL) (Furuya et al., 2014) ou salina ou
kyn (100 mM/50-75 nL) ou veiculo no RTN. Seis grupos de ratos foram utilizados para
investigar os efeitos respiratdrios produzidos pela combinacdo de inje¢cdes no PPT e RTN:

(1) Salina no RTN seguida por salina no PPTg (grupo controle);

(2) Salina no RTN seguida de glutamato no PPTg;

(3) M-Atr no RTN seguida de salina no PPTg;

(4) M-Atr no RTN seguida de glutamato no PPTg;

(5) Kyn no RTN seguida de salina no PPTg;

(6) Kyn no RTN seguida de glutamato no PPTg.
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5.2) Efeitos respiratorios produzidos pelo bloqueio dos receptores colinérgicos
muscarinicos M1, M1/M3 ou M4 na reducio da atividade respiratoria induzida pela
injecio de carbacol no PPTg de ratos nao anestesiados

Sete dias apds a cirurgia de implante de canulas, os ratos foram manuseados com
cuidado e a agulha injetora foi inserida delicadamente na canula guia. Os animais foram entao
colocados em uma camara de pletismografia e, assim como o grupo anterior, também foram
mantidos por 45-60 minutos para adaptacdo. Apos esse periodo de ambientagdo, iniciou-se o
registro experimental. Em condi¢des de normoxia, o V1 (mL/kg), fr (respiracdes/min) e Vg
(mL/kg/min) foram registrados antes das inje¢des no PPTg. Subsequentemente, os
antagonistas muscarinicos (pirenzepina, 4-DAMP ou tropicamida) ou salina foram injetados
no PPTg de ratos. Dez minutos depois, carbacol (agonista colinérgico muscarinico) (10 mM-
100 nL) ou salina foi injetado no PPTg. Os parametros respiratdrios foram realizados 1, 5, 15
e 30 minutos ap6s a injecdo em condigdes normocapnicas. Os experimentos foram realizados

em diferentes grupos de animais, conforme descrito abaixo.

5.2.1) Efeito nos parametros respiratorios produzidos pela injecio de pirenzepina e
carbacol no PPTg

Carbacol (10 mM-100 nL) ou salina foi injetado no PPTg 10 min apos a injecao de
pirenzepina (10 mM-100 nL) ou salina no mesmo local. Quatro grupos de ratos foram
utilizados para investigar os efeitos respiratorios produzidos pela combinagdo de injecdes de
pirenzepina e carbacol no PPT:

1) Salina no PPTg, seguida de salina no PPTg (grupo controle);

2) Salina no PPTg seguida de carbacol no PPTg;

3) Pirenzepina no PPTg seguida de salina no PPTg;

4) Pirenzepina no PPTg seguida de carbacol no PPTg.
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5.2.2) Efeito nos parametros respiratorios produzidos pela injecio de 4-DAMP e
carbacol no PPTg

Carbacol (10 mM-100 nL) ou salina foi injetado no PPTg 10 min apds a inje¢do de
4-DAMP (10 mM-100 nL) ou salina no mesmo local. Quatro grupos de ratos foram utilizados
para investigar os efeitos respiratdrios produzidos pela combinagdo de inje¢des de pirenzepina
e carbacol no PPTg:

1) Salina no PPTg, seguida de salina no PPTg (grupo controle);

2) Salina no PPTg seguida de carbacol no PPTg;

3) 4-DAMP no PPTg seguida de salina no PPTg;

4) 4-DAMP no PPTg seguida de carbacol no PPTg.

5.2.3) Efeito nos parametros respiratérios produzidos pela injecdo de tropicamida e
carbacol no PPTg

Carbacol (10 mM-100 nL) ou salina foi injetado no PPTg 10 min apos a injecao de
tropicamida (10 mM-100 nL) ou salina no mesmo local. Quatro grupos de ratos foram
utilizados para investigar os efeitos respiratorios produzidos pela combinagdo de injecdes de
pirenzepina e carbacol no PPTg:

1) Salina no PPTg, seguida de salina no PPTg (grupo controle);

2) Salina no PPTg seguida de carbacol no PPTg;

3) Tropicamida no PPTg seguida de salina no PPTg;

4) Tropicamida no PPTg seguida de carbacol no PPTg.
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5.3) Efeitos da hipercapnia na expressio da proteina fos em neurénios do PPTg em
camundongos nio anestesiados

Para identificar qual o fen6tipo neuronal do PPTg responde ao aumento dos niveis de
COz, camundongos Vglut2-CRE-L10-GFP ou ChAT-CRE-L10-GFP foram expostos a 10%
CO> (hipercapnia) ou ar ambiente (grupo controle) por um periodo de 2 horas em cdmaras
pletismograficas. Primeiramente, os animais foram ambientados em ar ambiente
(normocapnia) por 2 horas. Apos esse periodo, o ar ofertado se manteve o mesmo (grupo
controle) ou foi alterado para 10% CO: (grupo experimental). Apés o periodo de 2 horas, os
animais foram anestesiados e entdo perfundidos com solugdo salina seguida de 10% de
formalina, os encéfalos foram extraidos e pos-fixados durante a noite em 10% de formalina e
depois armazenados em 20% de sacarose até serem seccionados usando um micrétomo de

congelamento para posterior tratamento imuno-histoquimico.

5.4) Efeitos respiratorios promovidos pela estimulacido seletiva de neuronios
glutamatérgicos do PPTg em camundongos nao anestesiados

Para avaliar a participacdo de neurdnios glutamatérgicos do PPTg, 4 semanas apds
injecoes bilaterais do vetor viral AAV8-FLEX-hM3Dg-mCherry no PPTg de camundongos
machos VGlut2-cre, a atividade respiratoria e dos estagios do sono/vigilia foram avaliados
apos injecao de salina ou de CNO (0,3 mg/kg) durante o ar ambiente (21% de O», balanceado
com Nz) ou durante exposicdes repetitivas de CO,. No protocolo de exposi¢ao ao COz, os
camundongos foram colocados em uma camara de pletismografia com fluxo continuo de ar
ambiente (2 L/min; 21% O, balanceado com Nz) e a cada 5 minutos, a fonte de gés era
trocada para uma condicdo de hipercapnia em normoxia (10% de COz, 21% O2, balanceado
com N3) durante 30 s (KAUR et al., 2013). Em ambos os protocolos, os camundongos foram

colocados na camara de pletismografia por um periodo de 8 horas, sendo 4 horas para
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5.5) Efeitos respiratorios promovidos pela estimulacio seletiva de neurdnios colinérgicos

do PPTg em camundongos nio anestesiados

Para avaliar a participacdo de neuronios colinérgicos do PPTg, 4 semanas apds
injecoes bilaterais do vetor viral AAV8-FLEX-hM3Dg-mCherry no PPTg de camundongos
machos ChAT-cre, a atividade respiratoria e dos estagios do sono/vigilia foram avaliados apos
injecdo de salina ou de CNO (0,3 mg/kg) durante o ar ambiente (21% de O, balanceado com
N2) ou durante exposi¢des repetitivas de COz. No protocolo de exposicdo ao CO», os
camundongos foram colocados em uma camara de pletismografia com fluxo continuo de ar
ambiente (2 L/min; 21% O, balanceado com Nz) e a cada 5 minutos, a fonte de gés era
trocada para uma condicdo de hipercapnia em normoxia (10% de COz, 21% O2, balanceado

com N3) durante 30 s (KAUR et al., 2013). Em ambos os protocolos, os camundongos foram
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6 RESULTADOS
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6.1) Projecdes colinérgicas para o nucleo retrotrapezoide

Resultados prévios da literatura e do nosso laboratério demonstraram que os
neurdénios do RTN ndo sdo neurdnios colinérgicos, mas recebem intensa inervacao colinérgica
(SOBRINHO et al., 2016; STORNETTA et al., 2013; LIMA et al., 2019). Sabe-se também
que hd uma moderada quantidade de neurdnios colinérgicos localizados na regido do PPTg,
que se projetam para o bulbo ventrolateral rostral, envolvidos no controle de fungdes
autonomas (YASUIL;, CECHETTO; SAPER, 1990). Diante disso, a primeira série de
experimentos foi realizada para avaliarmos as proje¢des do PPTg para a regido do RTN, que
estd localizado no bulbo ventrolateral rostral e contém neurdnios envolvidos no processo da
quimiorrecepg¢do central e controle respiratorio. Para este fim, utilizamos a injecdo de tragador
retrogrado FG (2%) na regido do RTN.

As figuras 6A-B ilustram o local tipico das inje¢des unilaterais de FG na regido do
RTN. O centro das injegdes estava localizado abaixo do nlicleo motor do facial e
aproximadamente 200 um rostral em relagdo a por¢ao caudal do nticleo motor do facial. De
acordo com trabalhos anteriores de nosso laboratério (SILVA et al.,, 2016a, 2016b), os
neurdnios marcados com FG estavam presentes em centros respiratorios do tronco encefalico
(por exemplo, complexo de Botzinger, o nucleo do trato solitario e a regido Kolliker-Fuse
(Figs. 7C-E, I-K e L-N), confirmando que estas injecdes atingiram adequadamente o RTN e
foram devidamente transportadas.

Nao observamos neurdnios retrogradamente marcados em regides colinérgicas do
tronco encefalico como o nucleo ambiguo (Figs. 7C-E), nticleo motor dorsal do vago e nacleo
motor do hipoglosso (Figs. 71-K) e regido medial do bulbo ventral (dados nao apresentados).
No entanto, avaliamos uma intensa marcacao de neurdnios colinérgicos retrogradamente
marcados numa regiao localizada dorso-medialmente ao niicleo ambiguo, regido classificada

recentemente como Complexo Poés-Inspiratorio (PiCo) (ANDERSON et al., 2016). Um
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numero elevado de neurdnios marcados com FG no PiCo também eram imunorreativos para o
ChAT (95% * 5%), confirmando assim que sdo células colinérgicas (Figs. 7F-H).

Os nossos resultados anatdmicos mostraram também que foram encontrados um
numero significante de neurdnios imunorreativos para FG (FG") na regido do ntcleo do trato
solitario (NTS), mais especificamente ao redor do trato solitario, na sub-regido ventrolateral
do NTS (Figs. 71-K) e na regido do grupamento Kolliker-Fuse na ponte dorsal (Figs. 7L-N).
Essas regides sdo classicamente descritas como regides que contém grandes quantidades de
neurdnios inibitérios (GABA ou glicina) (TAKAKURA et al., 2007). Considerando que os
neurdnios colinérgicos do PPTg sdo moduladores criticos de estados comportamentais,
incluindo a vigilia e o sono REM (VAN DORT et al., 2015), essas conexdes anatomicas com
o RTN provavelmente proporcionam uma base estrutural para o controle do controle
respiratorio estado-dependente.

Ao longo do eixo rostro-caudal, observamos um numero moderado de neuronios
colinérgicos (ChAT") com projegdes para o RTN (FG") (33 + 8% do total de neurdnios
(FG")), sugerindo que neurdnios colinérgicos do PPTg se projetam para a regido do RTN
(Figs. 8A-G). O fato de observarmos um numero reduzido de neurdnios colinérgicos
retrogradamente marcados na regido do PPTg, ndo significa que esses neurdnios nao possuam

uma rede de neuronios funcionais.



Bregma =-13.9 mm

Bregma = -8.8 mm
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Figura 7: Projecoes colinérgicas para o RTN

(A) Fotomicrografia mostrando a localizagdo da injecdo de FG no RTN. (B) Desenho
esquematico que descreve a localizagdo de todas as inje¢des de FG no RTN (n=4). (C,F, I e
L) Fotomicrografias mostrando tragador retrogrado FluoroGold nas regides do complexo de
Botzinger; complexo pos inspiratdrio, nicleo do trato solitdrio e regido da ponte dorsal que
inclui o grupamento Kolliker-Fuse e regido inter-trigeminal. (D, G, J ¢ M) Imunorreatividade
para ChAT nas regides do nucleo ambiguo e complexo de Boétzinger; complexo pds
inspiratorio, ntcleo do trato solitario, nucleo motor dorsal do vago, nicleo hipoglosso, regidao
inter-trigeminal. (E, H, K e N) Desenho esquematico mostrando localizagdo de FG' e
FG'/ChAT". Abreviagdes: Aq, aqueduto mesencefalico; AP, 4rea postrema; ts, trato solitario;
BotC, complexo Bétzinger; cc, canal central; DTg, nacleo dorsal tegmental; it, regido
intertrigeminal; NA, nucleo ambiguo; py, trato piramidal; RPa, raphe pallidus; scp, pedunculo
cerebelar superior; Sp5, ntcleo espinal do trigémio; VMS, superficie ventral do bulbo; VII,
nucleo motor facial; XII, nacleo motor hipoglosso. Escala = 300 ym em (A); 1 mm em (B) e
(N); 100 um in (G) aplicado a C-G; 20 pm em (G) aplicados a F-G ¢ 200 pm em (M)
aplicados a I-M.
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Figura 8: Projecdo colinérgica do niucleo tegmental pedinculo pontino para o nucleo
retrotrapezoide

(A-D) Desenho esquematico que descreve a localizagdao de todos os neurdnios marcados com
FG e células FG"/ChAT" na regido do PPTg. (E) Fotomicrografia mostrando tragador FG
retrogrado na regido PPTg. (F) Imunorreatividade para ChAT na regido do PPTg. (G) Numero
total de neurdnios do PPTg detectados em quatro se¢des por cérebro (somente ChAT e FG,
FG'/ChAT"). Abreviagdes: Aq, aqueduto mesencefélico; CIC, coliculo inferior central; PN,
nucleo pontino; RR, nucleo retrorubral; scp, pedunculo cerebelar superior. Escala = 2 mm in
(D); 100 um em (F) aplicados a E-F ¢ 20 um em (F ') aplicados a E'-F".
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6.2) Projecoes do nucleo tegmental pedunculo pontino para a superficie ventral do bulbo

Para confirmar uma conexdo neuroanatdmica entre o PPTg e o RTN, quatro inje¢des
de PHA-L foram posicionadas na regido do PPTg (Figs. 9A-B). Em cada um dos quatro
casos, a injecao de PHA-L foi centrada na regido compacta do PPTg.

As figuras 9C e D sdo fotomicrografias mostrando varicosidades marcadas com
PHA-L que foram detectadas em uma se¢do de corte coronal representativo localizada no
nivel de bregma -11,4 mm (200 pum rostral a extremidade caudal do nucleo motor do facial).
As varicosidades marcadas com PHA-L foram encontradas em toda a regido do bulbo ventral,
embora com densidades varidveis. Podemos observar a presenca de terminais axonais na sub-
regido medial do nicleo motor facial muito proéxima a superficie ventral do bulbo (Figs. 9B-
C). O nimero de varicosidades axonais marcadas com PHA-L presentes no RTN foi contado
em quatro se¢des equidistantes por animal e o resultado estd mostrado na Tabela 1. A éarea
com maior densidade de varicosidades se aproxima da regido onde encontramos a maior
concentracdo de neurdnios responsivos ao CO; e o local onde o tracador retrogrado FG (2%)

foi injetado (Figs. 9E-F; Tabela 1).
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Figure 9: Projecio do nucleo tegmental pedinculo pontino para o nucleo
retrotrapezoide.

(A) Fotomicrografia mostrando o local tipico da injecao do tragcador anterégrado Phaseolus
vulgaris (PHA-L) na regido do PPTg. (B) Desenho esquematico mostrando a localizagdo das
injecoes de PHA-L (N = 4) na regido do nucleo tegmental pedunculo pontinho. (C, E ¢ F)
Fotomicrografia mostrando varicosidades na regido do nucleo retrotrapezoide; nicleo da rafe
palido e na regido do Kolliker Fuse. D) Desenho esquematico mostrando varicosidades na
regido da rafe palido e nucleo retrotrapezoide. Abreviagdes: Aq, aqueduto cerebral
mesencefalico; KF, Kolliker-Fuse; LPBN, nucleo parabraquial lateral; py, trato piramidal;
RPa, nucleo palido da rafe; scp, pedunculo cerebelar superior; Sp5, nucleo espinal do
trigémio; VII, nucleo motor do facil; VMS: superficie ventral do bulbo.



Tabela 1: Varicosidades marcadas com PHA-L no tronco cerebral

Regiodes do tronco cerebral

Varicosidades marcadas com PHA-L

Kolliker Fuse +++
Nucleo Parabraquial Lateral | +++
Grupo Respiratério Parafacial | ++
Raphe Pallidus +++
Nucleo Retrotrapezoide ++

+++; alta expressao, ++; moderada expressao, +; baixa expressao
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6.3) Estimulacio de receptores glutamatérgicos do nucleo tegmental pedunculo pontino
aumenta a atividade respiratoria por uma possivel via colinérgica para o nucleo

retrotrapezoide em ratos niao anestesiados

Evidéncias na literatura mostram que a sinalizacdo colinérgica contribui para a
atividade neuronal do RTN (BOUTIN; ALSAHAFI; PAGLIARDINI, 2017, HUCKSTEPP;
LLAUDET; GOURINE, 2016; SOBRINHO et al., 2016). O PPTg consiste em uma
importante fonte de projegdes colinérgicas para o tronco encefalico e, conforme demonstrado
aqui, essas proje¢oes podem incluir o RTN. Dessa maneira, nosso proximo protocolo
experimental foi avaliar os efeitos na atividade respiratoria promovidos pela estimulacao do
PPTg antes e apds o bloqueio dos receptores colinérgicos do RTN em ratos ndo anestesiados.

Registramos a atividade respiratoria de ratos livres de anestesia através da
pletismografia de corpo inteiro. A inje¢ao unilateral de glutamato (10 mM - 100 nL) no PPTg
foi capaz de aumentar a fr (127 £ 4,5 vs. salina: 86 £ 3 respiracdes/min; teste t: t = 7,56;
P<0,0001) e a Vg (904 £ 47 vs. salina: 745 + 44 mL/kg/min; teste t: t = 2,207; P = 0,02) (Figs.
10A, D-E). A mesma inje¢do de glutamato no PPTg promoveu uma diminui¢do do Vr (7,1 £
0,4 vs. salina: 8,6 + 0,3 mL/kg; teste t: t =2,887; P = 0,0081) (Fig. 10C).

Para determinar se a sinalizagdo colinérgica no RTN contribui para a resposta
ventilatoria provocada pela estimulacdo do PPTg, testamos novamente os efeitos da
estimulacdo do PPTg na atividade respiratoria de ratos acordados apos injecdes unilaterais de
M-Atr no RTN (5 mM/50-75 nL). A injecdo de M-Atr no RTN ndo teve efeito na atividade
respiratdria basal em ratos livres de anestesia (dados ndo mostrados). No entanto, o aumento
da fr (93 £+ 11 vs. salina + glutamato: 127 + 4,5 respiragdes/min; one-way RM ANOVA: F3 37
=11,59; P =0,0001) e Vg (774 £ 122 vs. salina + glutamato: 945 + 44 mL/kg/min; one-way
RM ANOVA: F337=3,147; P = 0,03) induzidas pela injecdo de glutamato no PPTg em ratos

livres de anestesia foi atenuada pela inje¢do prévia de M-Atr no RTN medial (Figs. 10B, D-
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E). Também foi atenuada a redug¢do do Vr (8,18 = 0,6 vs. salina + glutamato: 7,6 + 0,3
mL/kg/min; one-way RM ANOVA: Fs;37 = 3,066; P = 0,03) produzida pela inje¢do de
glutamato no PPTg apés M-Atr no RTN (Fig. 10C).

Um numero pequeno de neurdnios colinérgicos no PPTg co-expressa o marcador
glutamatérgico VGlut2 (LUQUIN et al., 2018). Também testamos os efeitos da estimulacao
do PPTg na respiragdo apos inje¢des unilaterais de antagonista dos receptores glutamatérgicos
ionotrépicos de amplo espectro acido quinurénico (kyn) no RTN (Fig. 10B). As injegdes
foram localizadas proximas a superficie ventral do bulbo (Fig. 10B). A injecao unilateral de
kyn no RTN (100 mM/50-75 nL) ndo teve efeito na atividade respiratdria basal (dados nao
mostrados) (Moreira et al. 2006; Takakura et al. 2011) ou na resposta ventilatoria a
estimulacdo do PPTg (one-way RM ANOVA: F337=0,094; P = 0,065) (Fig. 10C-E). A dose
de kyn utilizada no presente estudo foi baseada em trabalhos anteriores do nosso laboratorio
(TAKAKURA et al,, 2011; TAKAKURA; MOREIRA, 2011). Nas figuras 10A-B, podemos
observar uma fotomicrografia ilustrando o local tipico da injecao no PPTg (Fig. 10A) e RTN

(Fig. 10B). O corante (azul de evans) foi utilizado para marcar os sitios de injecao.
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Figura 10: Efeitos respiratorios promovidos pela injecdo unilateral de glutamato no
PPTg antes e apos o bloqueio de receptores colinérgicos muscarinicos ou
glutamatérgicos na regiio do RTN em ratos livres de anestesia

(A) Imagem histologica mostrando a localizagdo de injecdo unilateral de salina ou glutamato
no PPTg. (B) Imagem histologica mostrando a localiza¢do de inje¢ao unilateral de salina, M-
Atr ou kyn no RTN. (C - E), (n = 5-13 ratos por grupo) mostram o efeito de injegdes
unilaterais de salina (Sal; 100 nL) ou glutamato (Glut; 10 mM - 100 nL) no PPTg apds
injecdes unilaterais de salina (50-75 nL), M-Atr (5§ mM/50-75 nL) ou kyn (100 mM/50-75 nL)
no RTN, no Vr (C); fr (D); e Vi (E). Abreviagdes: Aq, aqueduto mesencefalico; Pn, nicleo
pontino; py, trato piramidal; Sp5, ntcleo espinal do trigémio; VII, nicleo motor facial. Barra
de escala = 1 mm em (B), aplicada a A-B. *Estatisticamente diferente de soluc¢do salina +

solucao salina.
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6.4) Injecdo de carbacol no nicleo tegmental pediinculo pontino altera os parametros
respiratorios em ratos nao anestesiados

A proxima série de experimentos foi projetada para avaliar o efeito da estimulacdo
colinérgica muscarinica do PPTg no Vr, fr ¢ Vi em ratos livres de anestesia. A Figura 11A
mostra um local tipico de inje¢do unilateral de carbacol no PPTg. A maioria das injegdes
(55%) estavam localizadas no PPTg (Figs. 11B-F).

A estimulacdo colinérgica do PPTg reduziu a fr e aumentou o Vr, sem afetar a V.
Por exemplo, a injecdo de carbacol (10 mM - 100 nL) no PPTg diminuiu a fr (66 £ 4 vs.
salina: 93 + 2,4, respiragdes/min; teste t: t = 4,827; p = 0,0009) e aumentou o Vr (11 + 0,5, vs.
salina: 7,9 + 0,3 mL/kg; teste t: t = 5,023; p = 0,0007). Considerando os efeitos opostos na fr
e V1 apos a injecdo de carbacol no PPTg, a VE ndo foi alterada (723 + 40, vs. solugdo salina:

736 + 40 mL/kg/min; teste t: t = 3,129; p = 0,001) (Figs. 12A-C).

6.5) Alteracdes na atividade respiratoria promovida pela injecao de carbacol no nicleo
tegmental pedinculo pontino é mediada por receptores colinérgicos muscarinicos M4

Para determinar se a transmissao colinérgica no PPTg contribui para a modulagao da
respiracdo, injetamos antagonistas dos receptores muscarinicos € analisamos os efeitos
observados na fr, V1 € Vi. Os dados mostraram que pirenzepina, 4-DAMP e tropicamida nao
alteraram a respiracdo em repouso (Tabela 2). Também investigamos quais receptores
colinérgicos poderiam estar envolvidos nas alteracdes respiratorias induzidas por carbacol na
fr e V1. Para isso testamos os efeitos de diferentes antagonistas de receptores muscarinicos
seguidos pelo agonista colinérgico muscarinico carbacol no PPTg enquanto avaliavamos a
atividade respiratoria sob condi¢do de normoxia.

Em ratos ndo anestesiados, as inje¢cdes do antagonista colinérgico muscarinico M1

pirenzepina (10 mM - 100 nL) ndo afetaram a reducdo da fr (72 £+ 3 vs. solugdo salina +
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carbacol: 66 * 4, respiragdes/min; One-way ANOVA; p > 0,05) e o aumento do Vr (10,6 £
0,6 vs. salina + carbacol: 11 £ 0,5 ml/kg; One-Way RM; p> 0,05) desencadeado pelo carbacol
(Figs. 12A-C). Na mesma magnitude, as inje¢des do antagonista colinérgico muscarinico
M1/M3 4-DAMP (10 mM - 100 nL) ndo afetaram a redugdo da fr (68 £ 5 vs. salina +
carbacol: 66 + 4, respiragdes/min; One-way ANOVA; p>0,05) e aumento da Vr (10,8 + 0,7
vs. solugdo salina + carbacol: 11 + 0,5 mL/kg; One-Way RM; p>005) desencadeada pelo
carbacol (Figs. 12A-C). No entanto, a inje¢cdo do antagonista colinérgico muscarinico M4
tropicamida (10 mM - 100 nl) bloqueou a reducdo da fr (86 + 7 vs. salina + carbacol: 66 + 4,
respiragdes/min; One-Way RM; p<0,01) e o aumento do V (7,7 = 0,3 vs. salina + carbacol:
11 £ 0,5 mL/kg; One-Way RM; p <0,05) desencadeado pelo carbacol no PPTg (Figs. 12A-C).

Injecdes de antagonistas colinérgicos muscarinicos (pirenzepina, 4-DAMP ou
tropicamida) e/ou carbacol fora do PPTg, ou seja, no nucleo reticular pontino (PnO) ou no
nucleo paralemniscal (PL) ndo foi capaz de alterar a fr (F (11,65 = 1,57; p>0,05), V1 (F (11,65 =
0,84; p>0,05) e Ve (F (165 = 1,13; p>0,05) (dados nao mostrados). O tratamento com
antagonistas colinérgicos muscarinicos e/ou carbacol no PPTg ndo afetou a temperatura
corporal durante condigdes normoxicas/normocapicas. Por exemplo, as inje¢des dos
antagonistas colinérgicos muscarinicos (pirenzepina, 4-DAMP ou tropicamida) e/ou carbacol
no PPTg nao alteraram a temperatura corporal (pirenzepina + carbacol: 37,2 £ 0,17; 4-DAMP
+ carbacol: 37 = 0,11 ou tropicamida + carbacol: 37,1 + 0,18 vs. solu¢do salina + carbacol:
37,2 £ 0,11 °C; One-Way RM; p>005). Além disso, durante os experimentos, a temperatura
média da caixa de pletismografia foi de 26,4 + 0,2 °C e a temperatura ambiente média foi de

24,9+ 0,2 °C.
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Tabela 2: Alteracdes respiratorias promovidas pelo bloqueio dos receptores colinérgicos

muscarinicos

Grupos

Parametros
Respiratorios

Salina
+

Salina

Pirenzepina
+
Salina

4-DAMP
+

Salina

Tropicamida
+
Salina

Volume
Corrente
(V1)
(mL/kg)

79+0.3

8304

79+0.5

7.7+0.3

p>0.05

Frequéncia
Respiratoria
(fr)
(bpm)

99 +£2.6

p>0.05

Ventilacao
(VE)
(mL/kg/min)

736 £ 40

792 + 47

756+ 44

765+ 57

p>0.05

Valores expressos em média £ EPM. One-way ANOVA. (N = 6-12/grupo).
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Saline Carbachol

Figura 11: Sitios de injecio no PPTg.

(A) Fotomicrografia de uma secao coronal mostrando o local da injecao unilateral no PPTg.
(B-F) Desenhos esquematicos ilustrando as injeg¢des na regido PPTg (Bregma: -7,92 mm, de
acordo com o atlas de Paxinos e Watson, 2007). Abreviacdes: Aq, aqueduto mesencefalico;
CI, coliculo inferior; Pn, nicleo pontino; scp, pedinculo cerebelar superior. Barra de escala =
I mm para A-B.
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Figura 12: Efeitos do bloqueio de receptores colinérgicos muscarinicos M1, M1/M3 ou

M4 no PPTg na reducao da atividade respiratoria induzida por carbacol.

Alteragdes na A) frequéncia respiratdria (fr, resp/min), B) volume corrente (Vr, ml/kg) e C)
ventilagdo minuto (Vg, ml/kg/min) produzidas pela inje¢do unilateral de salina ou pirenzepina
ou 4-DAMP ou tropicamida seguida da injecdo de salina ou carbacol na regido do PPTg sob
condi¢do normoéxica/normocaptica. *Diferente de salina + salina; One-Way ANOVA; p<0,05;

N =6-12 / grupo de ratos.
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6.6) Expressido de receptores muscarinicos M4 em neuronios do nucleo tegmental

pedunculo pontino.

Considerando que receptores muscarinicos M4 na regido do PPTg parecem
desempenhar uma contribui¢do no controle da atividade respiratdria, 0 nosso proximo
experimento foi averiguar se o PPTg expressa receptores muscarinicos do tipo M4 e quais os
sub-tipos de neurdnios do PPTg expressam esses receptores. Os nossos dados mostraram que
os receptores muscarinicos M4 estdo expressos apenas nos neurdnios do PPTg e LDT (Figs
13A-B). Regides pontinas como KF e o ntcleo parabraquial lateral (NPBL) ndo expressam
receptores muscarinicos M4 ou mostraram uma expressao muito pequena (Figs. 13A1). Os
nossos dados também mostraram que na regido do PPTg os receptores muscarinicos M4 estao
expressos em células imunorreativas para ChAT (193 + 1,4, vs. ChAT/M4: 166 + 3,0; 86%)
(Figs. 131 e K). Os receptores muscarinicos M4 ndo apresentaram expressao em neuronios

glutamatérgicos e GABAérgicos (Figs. 13E e H).
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Figura 13: Neuronios colinérgicos do PPTg expressam receptores muscarinicos do tipo
M4

(A) Hibridizacao in situ mostra a expressao de receptores muscarinicos M4 (em verde) em
neurénios do LDT, mas ndo estdo expressos em neuronios do complexo parabraquial e
Kolliker-Fuse. (N = 3) (B) Hibridizagdo in situ mostra expressdao de receptores muscarinicos
M4 (em verde) em neurdnios no PPTg (N = 3). (C, F, I) Hibridizagdo in situ (RNA-scope)
para receptor muscarinico M4 (em verde). (C) Hibridizagao in situ (RNA-scope) para VGIuT2
(em vermelho). (D) Hibridizacdo in situ (RNA-scope) para receptor muscarinico M4 (em
verde) e VGIuT2 (em vermelho). (F) Hibridizacdo in situ (RNA-scope) para VGat (em
vermelho). (G) Hibridiza¢ao in situ (RNA-scope) receptor muscarinico M4 (em verde) e VGat
(em vermelho). (I) Imunorreatividade para ChAT (magenta). (J) Hibridizagdo in situ (RNA-
scope) para o receptor muscarinico M4 (em verde) e imunorreatividade para o ChAT
(magenta), as setas brancas mostram que os neurdnios do PPT que expressam o receptor
muscarinico M4 sio ChAT",
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6.7) Expressao da proteina fos na regiao do nucleo tegmental pedinculo pontino em

resposta a hipercapnia

De acordo com evidéncias prévias, a exposi¢do para hipercapnia constitui um
estimulo para a expressao de Fos em areas bulbares, em especial em areas envolvidas com o
controle respiratorio (FORTUNA et al., 2009; BARNA et al., 2012; 2014; KUMAR et al.,
2015). Do total de 71 = 11 neur6nios imunorreativos para a proteina fos no PPTg, 36,2 + 8,9
(51%) sdo neurdnios glutamatérgicos (VGlut2") frente a exposi¢do a hipercapnia (10% CO>
durante 2 horas) (Figs. 14E-F). Nao foram observados neur06nios imunorreativos para a
proteina fos em neurdnios colinérgicos (ChAT") do PPTg (Figs. 14M-N). A literatura ja
mostrou que neurdnios do tronco encefalico (neurénios do complexo parabraquial/KF) que
apresentam o fator de transcrigdo FOXP2 expressam fos em resposta a hipercapnia (Y okota et
al., 2015). No entanto, nossos experimentos mostram que os neurdnios imunorreativos para

FOXP2 ndo expressaram fos em resposta a hipercapnia na regido do PPTg (Fig. 140-P).
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VGlut2-cre-L10-GFP ChAT-cre-L10-GFP

FiO, = 21% FiCO, = 10% FiO, = 21% FiCO, = 10%
A v 4 L / M

Figura 14: Neuronios glutamatérgicos na regiao do PPTg expressam fos em resposta a
hipercapnia.

A, E, I e M) Fotomicrografias ilustrando imunorreatividade para proteina Fos em resposta a
exposicao a normoxia/normocapnia (A e I) ou hipercapnia (10% CO2) (E e M). B, F, J e N)
Imunorreatividade para VGlut2. C e G) Imunorreatividade para ChAT. K e O)
imunorreatividade para o fator de transcrigdo FOXP2. D, H, L e P) Sobreposicao das imagens.
Setas brancas ilustram neurdnios fos™ em neurdnios glutamatérgicos (VGlut2"). Seta azul
ilusta a presenga de um neurénio imunorrativo para fos, VGlut2 e ChAT. OS experimentos
foram realizados em animais VGlut2-cre-IL10-GFP (N = 1-3/grupo) (A-H) e camundongos
ChAT-cre-IL10-GFP (N = 2-3/grupo) (I-P).
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6.8) Alteracdes respiratorias promovidas pela estimulacio seletiva de neuronios

glutamatérgicos do nicleo tegmental pedinculo pontino

Dando continuidade as evidéncias obtidas no nosso estudo de que o PPTg parece
estar envolvido na modulacao da atividade respiratoria, nossa proxima pergunta foi investigar
se a estimulacdo seletiva de neurdnios glutamatérgicos poderiam promover alteragdes
respiratorias em animais nao anestesiados. Sendo assim, realizamos inje¢des bilaterais de
vetores virais AAV-FLEX-hM3Gg-mCherry no PPTg de camundongos VGlut2-cre. Uma
limitagdo encontrada neste protocolo experimental ¢ a proximidade entre os neuronios
glutamatérgicos do PPTg e os neuronios glutamatérgicos do complexo parabraquial/KF.
Muitas inje¢des encefalicas do AAV-FLEX-hM3Gg-mCherry no PPTg de camundongos
VGlut2-cre se espalharam para o complexo parabraquial (grupamentos laterais e mediais).
Portanto, dividimos os animais em dois grupos diferentes, sendo o grupo 1 aqueles que
tiveram a transfecgo bilateral do PPTg e do complexo parabraquial (PPTg"/PB") (Fig. 15A) e
grupo 2 aqueles que tiveram a transfeccdo bilateral do PPTg e apenas parcial do complexo
parabraquial (PPTg'/PB") (Fig. 15B). Importante ressaltar que as analises respiratorias foram
realizadas apenas no estado de vigilia, pois de acordo com a literatura, a estimulagdo de
neurdnios glutamatérgicos do PPTg produz estado de vigilia por um periodo superior a 4

horas (KROEGER et al., 2017).
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PPTB!'+ PBB! PPTB! + pPRPartial

Figura 15: Transfeccdo de neurdnios glutamatérgicos na regiao do PPTg e do complexo
parabraquial em camundongos VGlut2-cre.

A) Expressao bilateral de hM3-mCherry (em vermelho) no PPTg e PB e imuno-histoquimica
para ChAT (magenta). B) Expressao bilateral de hM3-mCherry (em vermelho) no PPTg,
expressdo parcial no PB e imuno-histoquimica para ChAT (magenta).
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A estimulagdo bilateral seletiva de neurdnios glutamatérgicos do grupo PPTg /PB*
aumentou a fr (293 £ 18,96 vs. salina: 195,1 + 1,94 respiracdes/min, p = 0,0002) e Vg (7471 £
732,4 vs. salina: 4701 + 247,7 pl/min/g, p = 0,0038), sem alterar o V1 (25,16 = 1,19 vs.
salina: 24,02 + 1,23 ul/g, p>0,05) (Figs. 16B-D). A ativacdo bilateral dos neurdnios
glutamatérgicos do grupo PPTg'/PB™ também foi capaz de aumentar a fr (218,9 + 0,32 vs.
salina: 197,8 + 0,63 respiracdes/min, p = <0,0001) e Vg (5818 £ 209,0 vs. solugdo salina:
4757 £ 9,94 ul/min/g, p = 0,0293) sem alterar o Vt (26,45 + 1,19 vs. solucdo salina: 23,98 +
1,23 ul/g, p>0,05) (Figs. 16B-D). No entanto, importante descrever que o aumento da
ventilagdo no grupo PPTG'/PB" foi de 58%, enquanto que a estimulagdo dos neurdnios
glutamatérgicos do PPTg (grupo PPTg'/PB") o aumento foi de 22%.

Para verificar se os efeitos observados na atividade respiratoria durante a vigilia ndo
foram causados pela injecdo de CNO, avaliamos também os mesmos parametros respiratorios
em outro grupo de animais VGlut2-cre sem expressdo de hM3-Gq. A injecdo de CNO foi
incapaz de alterar a fr (195,26 & 5,82 vs. solugdo salina: 192,2 + 2,9 respiracdes/min; p>0.05),
Vr (21,12 + 1,66 vs. solucdo salina: 22,14 = 1,39 ul/g, p>0,05) e Ve (4157,5 + 439,9 vs.

solucdo salina: 4254,9 + 245,6 ul/min/g, p>0,05).
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Figura 16: Ativacgao seletiva de neuronios glutamatérgicos do PPTg aumenta a atividade
respiratoria.

A) Tragado representativo mostrando fluxo respiratério, registro de eletromiografia do
musculo do pescoco (EMG) e registro de eletroencefalograma (EEG) em camundongos
VGlut2-cre que receberam a inje¢cdo do vetor AAV-FLEX-hM3Gqg-mCherry na regido do
PPTg e parabraquial (PB). A injecao de CNO (0.3 mg/kg) foi capaz de promover alteracdes
da atividade respiratoria, sem alterar EMG e EEG quando comparado com o grupo controle
(salina). Grupo de dados mostrando alteragdes B) no volume corrente (VT, ml/g), C)
frequéncia respiratoria (fR, respiragdes/min) e D) ventilagdo (VE, ml/min/g) apds a injecdo de
salina e CNO em animais VGlut2-cre. *Diferente de salina (grupo 1 ou grupo 2). One-Way
ANOVA; p<0,05; N = 2-7/grupo de camundongos.
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6.9) Alteracdes respiratéorias promovidas pela estimulacdo seletiva de neurdnios
glutamatérgicos do nucleo tegmental pedunculo pontino durante uma condicdo de
hipercapnia

Considerando que a estimulagdo seletiva de neurdnios glutamatérgicos do PPTg
promove aumento da atividade respiratdria, nossa proxima pergunta seria investigar se 0s
neurdnios glutamatérgicos do PPTg eram capazes de promover aumentos adicionais da
respiragdo em uma condicdo de hipercapnia. A ativagdo bilateral de neurdnios
glutamatérgicos do grupo PPTg"/PB* promoveu um aumento adicional da fr (371,7 + 16,03
vs. salina: 291,4 + 10,28 respiragdes/min, p = 0,0029) e Vg (16375 + 2043,8 vs. salina: 11438
+ 513,16 pul/min/g, p = 0,0472), sem alterar o Vr (43,59 + 4,54 vs. salina: 38,85 + 0,56 ul/g,
p>0,05) em condi¢do de elevado nivel de CO; (10%) (Figs. 17B-D). A ativagado bilateral dos
neurdénios glutamatérgicos do grupo PPTg/PB™ ndo foi capaz de promover aumentos
adicionais da fr (354,4 £ 19,3 vs. salina: 295,6 &+ 6,88 respiragdes/min, p>0,05), Vg (18621 +
2674,6 vs. salina: 11560 + 459,3 pl/min/g, p>0,05) e Vr (52,25 + 4,73 vs. solugdo salina:
38,70 + 2,38 ul/g, p>0,05) (Figs. 17A-D). Importante ressaltar que observamos uma tendéncia
de aumento da respiracdo, no entanto, nosso grupo experimental ainda ¢ muito pequeno e

precisamos aumentar o grupo experimental para termos conclusdes mais precisas.

Durante a exposicdo ao CO,, a inje¢do de CNO animais em VGlut2-cre sem
expressao de hM3-Gq ndo conseguiu alterar os aumentos de fr (299,3 + 3,48 vs. solugdo
salina: 290,1 + 7,5 respiragdes/min, p>0,05), V1 (32,05 £ 2,0 vs. solucdo salina: 34,15 + 0,60

ul/g, p>0,05) e Vi (9660 £ 665,2 vs. solucao salina: 9935 + 119,4 ul/min/g, p>0,05).
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Figura 17: Ativacao seletiva de neuronios glutamatérgicos do PPTg aumenta a atividade
respiratoria.

A) Tracado representativo mostrando fluxo respiratorio, registro de eletromiografia do
musculo do pescoco (EMG) e registro de eletroencefalograma (EEG) em camundongos
VGlut2-cre que receberam a inje¢ao do vetor AAV-FLEX-hM3Gg-mCherry na regido do
PPTg e parabraquial (PB) em condi¢do de hipercapnia (10% CO3). A injecdo de CNO (0.3
mg/kg) foi capaz de promover alteracdes da atividade respiratéria, sem alterar EMG e EEG
quando comparado com o grupo controle (salina). Grupo de dados mostrando altera¢des B) no
volume corrente (Vr, ml/g), C) frequéncia respiratoria (fr, respiracdes/min) e D) ventilagao
(VE, ml/min/g) apds a inje¢do de salina e CNO em animais VGlut2-cre. *Diferente de salina
(grupo 1 ou grupo 2). One-Way ANOVA; p<0,05; N = 2-5/grupo de camundongos.
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6.10) Alteracdes respiratorias promovidas pela estimulacio seletiva de neurdnios

colinérgios do nucleo tegmental pedinculo pontino

Um dos fenotipos neuronais do PPTg sdo os neurdnios colinérgicos (KROEGER et
al., 2017). Assim, nessa proxima sériec de experimentos, investigamos se a estimulagdo
seletiva de neurdnios colinérgicos poderia promover alteragcdes respiratdrias em animais nao
anestesiados. Foram realizadas injecdes bilaterais de vetores virais AAV-FLEX-hM3Ggq-

mCherry no PPTg de camundongos ChAT-cre.

A ativagdo bilateral de neurdnios colinérgicos do PPTg com a injecdo de CNO (0.3
mg/kg) ndo promoveu alteragdes da atividade respiratoria durante o ar ambiente ou durante a
exposi¢ao ao COa. Por exemplo, durante uma condi¢ao de ar ambiente, a injegdo de CNO nao
alterou a fr (207,3 £ 0,66 vs. salina: 202,1 £+ 1,67 respiragdes/min, p>0,05), Vr (25,77 £ 1,13
vs. salina: 24,37 += 0,65 ul/g, p>0,05) e Vg (5373,3 + 272,6 vs. salina: 4995,6 = 154,8
ul/min/g, p>0,05). De maneira similar, a inje¢do de CNO também nao foi capaz de promover
alteragdes na fr (269,9 £ 14,4 vs. salina: 269,4 £ 9,2 respiragcdes/min, p>0,05), Vt (32,64 +
1,79 vs. salina: 34,28 + 2,26 ul/g, p>0,05) e Ve (8938 £ 764,6 vs. salina: 9380 = 979,6
ul/min/g, p>0,05) (Figs. 18C-E). Um fator importante a ser considerado ¢ o fato de termos
obtido uma baixa taxa de transfeccdo dos neurdnios colinérgicos (8,1 + 2,35%, vs. total

ChAT: 207 + 5,48; N = 3) (Fig. 18B).
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Figura 18: Ativacio seletiva de neuronios colinérgicos do PPTg nio altera a atividade

respiratoria

A) Tracado representativo mostrando fluxo respiratorio, registro de eletromiografia do
musculo do pescoco (EMG) e registro de eletroencefalograma (EEG) em camundongos
ChAT-cre que receberam a injecao do vetor AAV-FLEX-hM3Gg-mCherry na regido do PPTg
em condi¢do de hipercapnia (10% CO2). A inje¢do de CNO (0.3 mg/kg) ndo foi capaz de
promover alteracdes da atividade respiratéria no EMG e no EEG quando comparado com o
grupo controle (salina). B) Fotomicrografia mostrando a transfec¢do dos neurdnios
colinérgicos do PPTg. Note a baixa taxa de transfec¢ao. Grupo de dados mostrando alteragdes
C) no volume corrente (Vr, ml/g), D) frequéncia respiratoria (fr, respiragdes/min) e E)
ventilagdo (Vg, ml/min/g) apos a injecdo de salina ¢ CNO em animais ChAT-cre. N =
3/grupo de camundongos.
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6.11) Projecdes dos neuronios colinérgicos do PPTg

Mesmo obtendo uma baixa taxa de transfec¢do dos neurdnios colinérgicos da regido
do PPTg, conseguimos avaliar de maneira qualitativa o perfil de projecdo colinérgica. A
figura 18A ilustra uma imagem representativa do local de inje¢do de AAV-Flex-ArchT-GFP
em camundongos ChAT-cre. As projecdes aferentes dos neurdnios colinérgicos do PPTg
foram destinadas para o nucleo do talamo, nucleo palido ventral, globo palido lateral, zona
incerta e area da substancia inominada (Fig. 19B) (KROEGER et al., 2017). Observamos
também uma pequena projecdo para regides do tronco encefalico como nucleo parabraquial
medial, nucleo tegmental laterodorsal, nucleo vestibular lateral, nticleo reticular parvicelular,
nucleo reticular gigantocelular, ntcleo vestibular medial, ntcleo reticular intermedidrio,

nucleo paragigantocelular lateral e ntcleo espinal do trigémio.
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Figura 19: Projecdes aferentes de neuronios colinérgicos do PPTg

A) Imagem representativa do local de injecdo de AAV-Flex-ArchT-GFP na regiao do PPTg
em camundongos ChAT-cre. B) Neurdnios colinérgicos do PPTg aferentam para o nucleo do
talamo, globus palido lateral, nucleo palido ventral, zona incerta, area da substincia
inominada, nucleo parabraquial medial. Abrevia¢do: CPu, caudado-putamen; LDT, ntcleo
tegmental laterodorsal; KF: nucleo koélliker fuse; LH, hipotdlamo lateral; LPB, ntcleo
parabraquial lateral; MPB, ntcleo parabraquial medial; SI, substancia inominata; STh, nticleo
subtalamico; ZI, zona incerta. Escala: 200 um.
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Os resultados apresentados no presente estudo mostram que a estimulagdo
farmacoldgica (ndo seletiva) e farmacogenética (seletiva) dos neurdnios colinérgicos e
gluatamatérgicos PPTg foi capaz de promover um aumento da atividade respiratoria. As
alteragdes respiratorias observadas sugerem o envolvimento de uma via neural entre o PPTg e
o RTN, resultados esses suportados por experimentos neuroanatdmicos e funcionais. Os
nossos resultados anatomicos também ilustraram que parece existir uma densa projegdo
colinérgica da regido do PiCO para o RTN, sugerindo que o RTN também pode estar
envolvido no controle da fase pos-inspiratoria do ciclo respiratorio (Anderson et al., 2016).

Aproveitando as vantagens oferecidas pelas recentes ferramentas genéticas (uso de
opsinas acopladas a vetores virais, farmacogenética e animais geneticamente modificados),
conseguimos demonstrar que a estimulacdo de diferentes grupamentos neuronais (neurdnios
glutamatérgicos x neurdnios colinérgicos) no PPTg promove diferentes intensidades de
respostas respiratorias. Observamos que a estimulacdo seletiva de neurdnios glutamatérgicos
do PPTg produz um aumento de 3 vezes da atividade respiratoria quando comparada a
estimulagdo dos neurdnios colinérgicos. Esse padrao de resposta pode estar correlacionado
com o padrdo de projecdo dos neurdnios glutamatérgicos quando comparado com os
neurdnios colinérgicos.

Os dados apresentados no presente trabalho também mostraram que a injecdo de um
agonista colinérgico muscarinico (carbacol) no PPTg ¢ capaz de promover uma redugao da
ventilagdo devido a uma reducdo da frequéncia respiratoria. A inje¢do de carbacol no PPTg
foi capaz de promover um aumento do tempo expiratorio, o qual resultou em um aumento
total do ciclo respiratorio, justificando a reducdo da frequéncia respiratdria.
Surpreendentemente, as respostas inibitérias promovidas pela inje¢do de carbacol no PPTg
dependem da ativagdo de receptores colinérgicos muscarinicos do sub-tipo M4, envolvendo

possivelmente a ativacao de proteinas de membrana Gi/Go.
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7.1) Sinalizac¢do colinérgica e controle respiratorio

Atualmente sabe-se que a acetilcolina ¢ considerada um poderoso estimulo
ventilatério em vdrios niveis da rede respiratoria, incluindo o RTN, em que a transmissao
colinérgica ¢ requerida para a manutencdo da atividade respiratoria e/ou sensibilidade ao
COx/H" (BURTON et al., 1994; DEV; LOESCHCKE, 1979; FUKUDA; LOESCHCKE,
1979; MONTEAU; MORIN; HILAIRE, 1990; NATTIE et al., 1989a; SOBRINHO et al.,
2016). Nos seres humanos, a interrup¢ao da sinalizacdo colinérgica em uma regido homologa
ao RTN, pode contribuir para o desenvolvimento de problemas respiratdrios associados a
sindrome da morte subita infantil (SIDS) (KINNEY et al., 1995). Apesar deste papel
fisiologico critico, ¢ conhecida uma pequena quantidade de informagdo quanto aos
mecanismos subjacentes 2 modulacdo colinérgica no RTN e o seu envolvimento no controle
da respiragao.

O RTN, localizado no tronco encefilico, ¢ uma regido importante do controle da
atividade respiratoria. Neurdnios (KUMAR et al., 2015; MULKEY et al., 2004a; WANG et
al., 2013) e astrocitos (GOURINE et al., 2010; HUCKSTEPP et al., 2010; WENKER et al.,
2010) desta regido possuem a capacidade de detectar mudangas ocorridas nas concentragdes
de CO2/H" e produzir uma resposta integrada para outros componentes do circuito respiratorio
e assim regular a atividade inspiratoria e expiratoria (GUYENET; BAYLISS, 2015;
HUCKSTEPP et al.,, 2015; PAGLIARDINI et al., 2011). Dessa maneira, os neurdnios
quimiossensiveis do RTN contribuem para o controle respiratorio (HUCKSTEPP et al., 2015;
ONIMARU; IKEDA; KAWAKAMI, 2008; PAGLIARDINI; FUNK; DICKSON, 2013), pois
exercem uma influéncia significante em todos os aspectos do ciclo respiratério. Uma hipotese
de longa data afirma que a fungdo quimiorreceptora do RTN ¢ dependente da transmissao
colinérgica (DEV; LOESCHCKE, 1979; FUKUDA; LOESCHCKE, 1979; MONTEAU;
MORIN; HILAIRE, 1990; NATTIE et al., 1989a; SOBRINHO et al., 2016). Evidéncias

mostram que a hipercapnia aumenta os niveis de acetilcolina nas areas quimiossensiveis do
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tronco encefalico (METZ, 1966) e a aplicacdo de acetilcolina na regido do RTN aumenta a
atividade respiratoria, enquanto aplicagdo de atropina ou bloqueadores mais especificos dos
receptores M1 e M3 diminuem a resposta ventilatoria ao aumento de CO»/H" in vitro € in vivo
(DEV; LOESCHCKE, 1979; EUGENIN; NICHOLLS, 1997; FUKUDA; LOESCHCKE,
1979; LIMA et al., 2019b; MONTEAU; MORIN; HILAIRE, 1990; NATTIE et al., 1989b;
SOBRINHO et al., 2016).

Os resultados apresentados utilizando-se de tracadores neuroanatdmicos mostraram
que parece existir uma projecdo colinérgica modesta do nticleo PPTg para a regido do RTN.
No entanto, quando utilizamos de ferramentas de maior seletividade para fenotipos neuronais,
observamos que as aferéncias dos neuronios colinérgicos dos PPTg mostraram-se especificas
para areas neurais responsaveis pelo controle sensorial. Por outro lado, a literatura ja
demonstrou que os neurdnios glutamatérgicos do PPTg parecem ter uma projecdo mais
abrangente para o tronco encefdlico quando comparado com os neurdnios colinérgicos.
Portanto, acreditamos que os neurdnios glutamatérgicos do PPTg parecem ser o principal
fenotipo responsavel pela modulagdo da atividade respiratoria. Para esses experimentos,
utilizamos a tecnologia que permite uma maior seletividade de transfeccdo de fenotipos
neuronais via vetores virais dependentes da enzima cre, bem como camundongos
geneticamente modificados. Um dos problemas dessa tecnologia seria uma possivel expressao
ectopica de cre recombinase dentro da regido de interesse. Nos nossos experimentos, nao
foram observadas expressdes ectdpicas, uma vez que cada neurdnio positivo para mCherry
continha ChAT nos camundongos ChAT-cre e expressio de mCherry em neurdnios
glutamatérgicos continham imunorreatividade VGlut nos camundongos VGlut2-cre. Dessa
maneira, temos confianca dos experimentos executados no que diz respeito a seletividade de
transfeccdo dos fendtipos neurais estudados. Outro ponto importante a ser discutido € o fato

de termos obtido uma pequena taxa de transfec¢ao dos neurdnios colinérgicos do PPTg. Esse
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fato poderia impactar no baixo padrio de projecdo dos neuronios colinérgicos do PPTg para o
tronco enceflico.

Interessante foi o fato de observamos uma proje¢ao colinérgica densa da regido PiCo
para o RTN, sugerindo pela primeira vez que o RTN também pode estar envolvido no
controle da fase pos-inspiratoria do ciclo respiratorio (ANDERSON et al., 2016).

Foi possivel observar que a inje¢do unilateral de glutamato no PPTg de animais
livres de anestesia promoveu um aumento da atividade respiratdria e a inje¢do unilateral de
um agonista colinérgico muscarinico carbacol promoveu uma reducdo da ventilagdo devido a
uma reduc¢do da frequéncia respiratoria e do volume corrente. A injecdo de carbacol no PPTg
foi capaz de promover um aumento do tempo expiratério, o qual resultou em um aumento
total do ciclo respiratorio, justificando a reducdo da frequéncia respiratéria. Esses resultados
identificam componentes-chave da via que acoplam a ativacdo do receptor muscarinico a
mudancas na excitabilidade respiratoria, proporcionando uma estrutura para a compreensao
das bases moleculares do controle da respiragao.

De acordo com a literatura € com 0s nossos experimentos anatdmicos, a nossa
principal hipotese ¢ que a estimulacio do PPTg promovesse um aumento da atividade
respiratoria, visto que o PPTg ¢ considerado a principal fonte de excitagcao colinérgica para o
tronco encefalico. De fato, a estimulacdo farmacologica (injecdo de glutamato) ou
estimulagdo farmacogenética (apenas dos neurénios glutamatérgicos) promoveu um aumento
da atividade respiratoria. Por ouro lado, a estimulagdo seletiva dos neurdnios colinérgicos do
PPTg nao foi eficaz em promover alteragdes respiratdrias. Seria importante esclarecer que,
por motivos técnicos, a taxa de transfec¢do dos neurdnios colinérgicos foi muito baixa (por
volta de 10% dos neurdnios colinérgicos do PPTg), o que poderia justificar a falta de
alteragOes respiratorias observadas quando da estimulacdo desse grupamento neuronal. Os

nossos experimentos de tracejamento anatOmico mostraram que a inje¢do do tragador
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retrogrado FG na regido do RTN possibilitaram um percentual de 33% de neurdnios
colinérgicos na regido do PPTg com proje¢des para o RTN (FG'/ChAT"). Adicionalmente,
ndo observamos projecdes colinérgicas para a regido do RTN de grupamentos colinérgicos
classicos como o nucleo ambiguos, nucleo motor dorsal do vago, nucleo motor dorsal do
hipoglosso e regido medial do bulbo ventral, sugerindo que a via encefalica PPTg-RTN
parece ser expressiva na modulagdo da atividade dos neurdnios do RTN e consequentemente
da atividade respiratoria. Dessa maneira temos o seguinte cenario: a) o PPTg possui dois
importantes grupamentos neurais com envolvimento na modulagdo da atividade respiratoria;
neurdnios glutamatérgicos e neurdnios colinérgicos, b) ambos grupamentos neurais projetam-
se para o tronco encefilico de maneira diferenciada, isto €, parece que os neurdnios
glutamatérgicos apresentam maior densidade de projecdo; c) estimulagdo seletiva de
neurdnios glutamatérgicos promove alteragdo da atividade respiratéria ao passo que a
estimulacdo colinérgica ndo altera a respira¢do e d) estimulacdo do PPTg promove alteragao
respiratoria dependente de sinalizagao colinérgica no RTN (Fig. 10). Esse ultimo ponto nao
exclui o fato da estimulagdo colinérgica do PPTg nao promover alteragdes respiratdrias por
duas razdes: 1) a nossa taxa de transfec¢do dos neurdnios colinérgicos foi baixa,
subestimando os resultados obtidos e 2) a estimulacdo dos neurdnios glutamatérgicos pode
permitir a co-liberagdo de glutamato e acetilcolina na regido do RTN. Experimentos
adicionais sdo necessarios para elucidarmos todos os pontos discutidos acima.

Os nossos dados experimentais também mostraram uma reducdo da atividade
respiratoria apds a estimulagdo dos receptores colinérgicos muscarinicos do PPTg. Diante dos
nossos achados experimentais chegamos a conclusao que a estimulagdo colinérgica do PPTg ¢
mediada pela ativagao de receptores colinérgicos do sub-tipo M2 e M4 (receptores inibitdrios

acoplados a proteina Gi). De fato, experimentos anatdmicos mostraram que a regiao do PPTg,



96

em especial os neurdnios colinérgicos, expressam de maneira seletiva receptores muscarinicos
M4 (Fig. 13).

Receptores colinérgicos muscarinicos do sub-tipo M2/M4 sdo receptores inibitorios,
envolvendo, portanto, a ativagdo de uma cascata de ativacdo de proteina G inibitdria e,
portanto, desencadeando a hiperpolarizagdo neuronal. Acreditamos que o carbacol poderia
atuar em receptores do tipo M2 e M4 e promover a ativagdo de proteinas Gi/G, (inibitorias),
ativar GTP e esse processo promoveria a inibi¢cdo da enzima adenilato ciclase, diminuindo os
niveis de AMPc, efluxo de K™ e inibi¢do dos canais para Ca®" regulados por voltagem. O
desencadeamento dessa resposta celular seria capaz de promover uma resposta
hiperpolarizante e inibicdo das membranas excitdveis (HAGA, 2013; KNOLLMANN, 2012;
KRUSE et al., 2014). Assim, a estimulagdo colinérgica do PPTg, via receptores M2/M4,
promoveria uma reducgdo da atividade neuronal do PPTg, promovendo uma redugdo de sinais
excitatorios para o RTN e, dessa maneira, uma reducdo da atividade respiratéria. Nossos
resultados mostraram que a inje¢ao do antagonista de receptores M1 (pirenzepina) ou M1/M3
(4-DAMP) no PPTg ndo alterou a resposta inibitéria respiratdria do carbacol, ao passo que, a
injecdo do antagonista de receptores M4 (tropicamida) foi capaz de atenuar a resposta de
reducgdo da ventilagdo promovida pela inje¢ao de carbacol no PPTg.

Assim, até o presente momento temos que a estimulacao colinérgica muscarinica do
PPTg promove uma reducao da atividade respiratoria, condizente com uma depressao do ciclo
respiratorio em situagdo do sono REM. Durante o sono REM, a fr permanece inalterada,
mesmo em situagoes de niveis elevados de CO2 ou mesmo durante estimulacdes do RTN
(BURKE et al., 2015). Esses efeitos sugerem que durante o sono REM, situagdo em que as
vias colinérgicas estdo ativas, assim como na vigilia, ocorre uma inibi¢ao da atividade dos

neurénios do RTN impedindo alteragdes respiratérias nessa fase do ciclo sono-vigilia.
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Entretanto, mais estudos sdo necessarios para comprovarmos a intera¢do PPTg-RTN durante
as diversas fases do ciclo sono-vigilia.

Uma hipoétese pouco provavel, mas que ndo devemos descartar ¢ que a ativagdo de
neurdnios colinérgicos promoveria a liberacdo de acetilcolina como neurotransmissor, que por
sua vez ativaria células da glia na regido do PPTg. A ativagdo dos astrécitos liberaria
glutamato, como gliotransmissor, ativando células GABAérgicas presentes no complexo
PPTg. Os interneuronios inibitorios projetar-se-iam para a coluna respiratoria ventral, mais
especificamente para o RTN, promovendo a inibi¢do da atividade respiratdria. Embora o
PPTg seja uma das principais fontes de inervagao colinérgica no tronco encefalico (KUBIN;
FENIK, 2004), ele também possui distintas populacdes de neurdnios glicinérgicos e
GABA¢érgicos (WANG; MORALES, 2009). Ademais, outros estudos demonstraram que a
estimulacdo elétrica do PPTg, em gatos anestesiados com barbituricos, foi capaz de aumentar
a libera¢do de acetilcolina na regido tegmental gigantocelular e causar uma depressdo na

frequéncia respiratdria (LYDIC; BAGHDOY AN, 1993)

7.2) Fase pos-inspiratoria e nucleo retrotrapezoéide

A musculatura da laringe esta envolvida em diversas funcdes fisiologicas como o
funcionamento adequado das cordas vocais, na regulagdao da abertura da glote, no controle da
resisténcia das vias aéreas e em reflexos protetores das vias aéreas (HORNER; HUGHES;
MALHOTRA, 2014). Trabalhos do nosso laboratério mostraram que a estimulacdo do RTN
foi capaz de promover um aumento da atividade respiratéria do nervo vago (SILVA et al.,
2016a). Esse ramo do nervo vago, também classificada como nervo laringeo recorrente,
promove a inervacao da musculatura da laringe responsavel pelo tonus muscular das vias
aéreas, o que permite ao final da inspiracdo a manutencdo do ar na regido dos alvéolos

facilitando as trocas gasosas.
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Numa situa¢do de eupneia, os musculos abdutores da laringe promovem a abertura
das cordas vocais permitindo a passagem de ar durante a inspira¢do (HORNER; HUGHES;
MALHOTRA, 2014). Por outro lado, os musculos adutores da laringe promovem o
fechamento das cordas vocais, na fase pos-inspiratoria, ajudando e maximizando a relagao
ventilacdo/perfusdo. Recentemente, foi publicado um trabalho descrevendo pela primeira vez
uma area no tronco encefalico contendo neurdnios colinérgicos que estariam ativos durante a
fase pos-inspiratoria. Essa area foi identificada como Complexo Pos-Inspiratorio (PiCo)
(ANDERSON et al., 2016). No presente trabalho, mostramos que parece existir uma projecao
massiva de neurdnios colinérgicos do PiCo para a regido do RTN. A projecao da regido PiCo
para o RTN seria importante, para a manutengdo da homeostasia, pois poderiamos ter um
aumento da atividade pos-inspiratoria, o que tornaria a atividade inspiratoria e expiratoria
mais eficientes.

A atividade poés-inspiratoria ¢ comumente classificada cientificamente como um
padrao respiratdrio e, portanto, esta envolvida no controle dos movimentos respiratorios, pois
seria responsavel por manter a capacidade residual funcional, maximizar as trocas gasosas ¢
evitar possiveis areas de atelectasias. No entanto, a atividade pds inspiratoria poderia estar
envolvida na atividade chamada de “segurar a respiracdo” com o objetivo de protecdo das vias
aéreas prevenindo aspiragdes de substancias indesejaveis no trato respiratorio (SHIBA et al.,
1999). Esse reflexo poderia também estar sendo ativado em situagdes de mergulho
(PANNETON, 2013).

Os neurdnios motores que controlam a atividade pds-inspiratoria também parecem
estar envolvidos no processo de degluticdo na tentativa de promover o estreitamento das vias
aéreas, impedindo alimentos sélidos ou liquidos de adentrarem no sistema respiratdrio
(MCCULLOCH et al., 1996; SHAKER et al., 1990). Outros padrdes nao respiratorios, que

recrutam os neurdnios motores pos-inspiratorios, seriam durante os processos de defecacdo e
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vomitos (FUKUDA; FUKALI, 1986; LANG et al., 2002; MILLER, 1999). Dessa maneira, a
comunicagdo existente entre o PiCo e o RTN promovendo um aumento da atividade pos-
inspiratéria poderiam estar envolvidos em atividades respiratorias e ndo respiratorias
relacionadas a fase pods-inspiratéria. Além do mais, poderia envolver uma sinalizacdo

colinérgica (Fig. 20).
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No presente estudo mostramos que a inje¢do de glutamato ou a estimulagdo seletiva
de neurdnios glutamatérgicos na regido pontina PPTg foi capaz de promover um aumento da
atividade respiratoria, mediada por um aumento na fR. Esses mecanismos de ativacdo da
atividade respiratoria parecem depender de uma sinalizagdo colinérgica PPTg-RTN. Por outro
lado, a estimulagdo colinérgica com a inje¢do de carbacol foi capaz de gerar uma reducao da
atividade respiratdria, mediada por uma reducdao da fR. A resposta inibitéria da respiragao
promovida pela injecdo de carbacol no PPTg depende da ativagdo de receptores colinérgicos
muscarinicos do sub-tipo M4. Mostramos também que parece existir uma projecao reduzida
de neurdnios colinérgicos do PPTg para a regido do RTN. Observamos uma projecao
colinérgica macica da regido PiCo para o RTN, sugerindo que o RTN também pode estar
envolvido no controle da fase pds-inspiratoria do ciclo respiratorio. Nossos dados
acrescentam uma nova pec¢a no enigmatico sistema de controle respiratdrio, sugerindo que os
neurdénios do PPTg e do PiCo juntamente com os neurdnios do RTN interagem entre si e
participam de mecanismos essenciais para o controle da respiragao (Fig. 20).

Nossos resultados identificam componentes-chave da via de sinalizacdo que
associam a ativagao do receptor muscarinico as mudangas na excitabilidade neuronal e, assim,
oferece potenciais caminhos para o tratamento terapéutico de problemas de controle

respiratorio associados a respiracdo desordenada em situagdes do sono.
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Figura 20: Desenho esquematico ilustrando os mecanismos de controle respiratério

O aumento dos niveis de CO; no licor ou no plasma promove a ativacdo dos
quimiorreceptores centrais de maneira direta, via ativagdo dos neurdnios localizados na regidao
do ntcleo retrotrapezoide (RTN), ou de maneira indireta via ativacdo de células da glia na
superficie ventral (GOURINE et al.,, 2010; MOREIRA et al.,, 2015). A ativagdo dos
quimiorreceptores centrais envia projecdes excitatorias para regides bulbares que contém
neurdnios responsaveis por gerar o ritmo inspiratério (Complexo de Pré-Botzinger -
PreBo6tzC) (FELDMAN; DEL NEGRO; GRAY, 2013; DEL NEGRO; FUNK; FELDMAN,
2018). Acreditamos também que os neurdénios do RTN recebam projecdes colinérgicas de
duas importantes areas para o controle da homeostasia: o nucleo tegmental pedunculo pontino
(PPTg) e o complexo pods-inspiratdrio (PiCo). Os neurdnios do PPTg possuem receptores
colinérgicos dos sub-tipos M4. Adicionalmente, o RTN também recebe proje¢des de
neurdnios localizados no complexo de Bétzinger (B6tC), do nucleo do trato solitario (NTS) e
da regido do Kolliker-Fuse (KF). Para maiores detalhes (FELDMAN; DEL NEGRO; GRAY,
2013; DEL NEGRO; FUNK; FELDMAN, 2018; GUYENET e BAYLISS, 2015).
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