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RESUMO 
 
 
NORONHA‐DE‐SOUZA,  C.R.N.  Participação  dos  núcleos  da  rafe  nas  respostas 
cardiorrespiratórias à hipóxia e hipercarbia em sapos. 2009. Dissertação (Mestrado) – 
Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 
Ribeirão Preto, 2009. 
 

Os  núcleos  da  rafe  são  agrupamentos  celulares  cujo  principal  tipo  é  o 
serotoninérgico. Em anuros adultos a estimulação elétrica e química da rafe bulbar não 
causa  alteração  na  ventilação,  enquanto  que  em  mamíferos,  dependendo  da 
localização exata desta estimulação, a ventilação pode ser inibida ou estimulada. Ainda 
em mamíferos, os núcleos bulbares da rafe participam da resposta cardiorrespiratória 
à hipóxia (5% O2) e hipercarbia (5% CO2), enquanto que em anfíbios isto ainda não foi 
investigado. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi investigar a participação dos 
núcleos  da  rafe  nas  respostas  cardiorrespiratórias  à  hipóxia  e  hipercarbia  em  sapos 
(Rhinella schneideri). Para  isso, primeiramente os núcleos da rafe foram  localizados e 
identificados na espécie estudada. Imunorreatividade para proteínas Fos‐relacionadas 
foi utilizada para verificar se estes núcleos são ativados ou inibidos durante o estímulo 
hipóxico e hipercárbico, e, adicionalmente, o papel dos núcleos magno e pontino da 
rafe nas respostas cardiorrespiratórias à hipóxia e hipercarbia foi investigado por meio 
da  lesão  não‐seletiva  com  ácido  ibotênico.  A  ventilação  pulmonar  foi  medida 
diretamente  pelo método  pneumotacográfico  e  a  pressão  arterial  por  canulação  da 
artéria  femoral.  Os  resultados  demonstram  que  os  núcleos  bulbares  da  rafe  são 
inibidos  após  o  estímulo  hipóxico  e  hipercárbico.  A  hipóxia  causou  aumento  da 
ventilação  pulmonar  e  da  frequência  cardíaca  nos  grupos  veículo  e  lesado.  A 
hipercarbia  causou  aumento  da  ventilação  pulmonar  em  ambos  os  grupos.  A  lesão 
não‐seletiva dos núcleos magno e pontino da rafe não teve efeito na ventilação basal 
(durante  normóxia  normocárbica)  e  nas  respostas  cardiorrespiratórias  à  hipóxia  e 
hipercarbia, sugerindo que estes núcleos não participam do controle da ventilação em 
condições basais ou durante a hipóxia e hipercarbia em sapos. 
 
Palavras‐chave:  núcleos  da  rafe,  hipóxia,  hipercarbia,  ventilação,  resposta 
cardiovascular, sapos. 

   



ABSTRACT 

 

NORONHA‐DE‐SOUZA,  C.R.N.  Role  of  the  raphe  nuclei  in  the  ventilatory  and 
cardiovascular  response  to  hypoxia  and  hipercarbia  in  toads.  2009.  Faculdade  de 
Filosofia,  Ciências  e  Letras  de  Ribeirão  Preto,  Universidade  de  São  Paulo,  Ribeirão 
Preto, 2009. 
 

The  raphe  nuclei  are  brainstem  cell  groups  and  the  main  cell  type  is 
serotonergic.  In  adult  anurans  electrical  or  chemical  stimulation  of  the  medullary 
raphe has no effect on ventilation, whereas in mammals depending on the specific site 
of  stimulation,  an  excitatory  or  inhibitory  response  is  elicited.  In  mammals  the 
medullary raphe participate in the ventilatory and cardiovascular response to hypoxia 
and  hipercarbia while  in  amphibians  there  are  no  data  available.  Thus  the  present 
study  was  designed  to  investigate  whether  the  raphe  nuclei  of  toads  (Rhinella 
schneideri) participate  in  the ventilatory and cardiovascular  response  to hypoxia  (5% 
O2) and hipercarbia (5% CO2). First the raphe nuclei were  located and  identified. Fos‐
related immunoreactivity was used to verify whether the raphe nuclei are activated or 
inhibited by hypoxia or hypercarbia. In addition, the role of raphe magnus and pontis 
in  the  respiratory  and  cardiovascular  responses  to  hypoxia  and  hypercarbia  were 
investigated by non‐selective  lesioning with  ibotenic acid. Pulmonary ventilation was 
directly measured  by  pneumotachographic method  and  the  arterial  pressure  by  a 
femoral  catheter.  The  results  indicate  that  the medullary  raphe  nuclei  are  inhibited 
after  hypoxic  and  hypercarbic  stimulus  (2,5h). Hypoxia  caused  hyperventilation  and 
increase  in  the  cardiac  frequency  in  the  vehicle  and  lesioned  groups.  Hypercarbia 
caused  hyperventilation  in  both  groups.  Chemical  lesions  in  the  raphe magnus  and 
pontis did not affect  ventilatory or  cardiovascular  variables under  resting  conditions 
(normoxic normocárbica) or during the response to hypoxia or hipercarbia. 
 

 
Keywords:  raphe  nuclei,  hypoxia,  hypercarbia,  ventilation,  cardiovascular  response, 
toads. 
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O presente trabalho trata sobre os núcleos da rafe e seu papel modulatório sobre as 

respostas cardiorrespiratórias à hipóxia e hipercarbia em sapos (Rhinella schneideri). 

A  introdução  está  dividida  em  três  partes.  Primeiramente,  foram  revisados  os 

mecanismos de controle cardiorrespiratório nos vertebrados; posteriormente, foi revisado o 

sistema  respiratório  e  cardiovascular  e  seus  mecanismos  de  controle  em  anuros;  e, 

finalmente,  apresentados  os  dados  sobre  a  participação  dos  núcleos  da  rafe  e  neurônios 

serotoninérgicos no controle cardiorrespiratório em anuros e mamíferos. As duas primeiras 

partes  são  revisões  bibliográficas  que  contextualizam  o  trabalho  no  âmbito  da  biologia 

comparada  e  ajudam  a  compreender  a  origem  das  respostas  apresentadas  pelo  nosso 

modelo experimental frente aos estímulos aplicados. 

 

1.1.  MECANISMOS  DE  CONTROLE  CARDIORRESPIRATÓRIO  E  SUA  EVOLUÇÃO  NOS 

VERTEBRADOS 

1.1.1. A respiração aérea nos vertebrados 

A  respiração  aérea  nos  vertebrados  é  encontrada  em  espécies  de  Actinopterygii 

(peixes  de  nadadeiras  raiadas)  e  Sarcopterygii  (peixes  pulmonados  e  tetrápodes).  Nos 

Actinopterygii alguns grupos basais apresentam pulmões, mas a maioria apresenta a bexiga 

natatória  como  órgão  de  troca  gasosa  aérea.  Nos  Sarcopterygii,  o  órgão  é  o  pulmão 

(DUNCKER, 2004).  Segundo Perry et  al.  (2001), os pulmões de  todos os  Sarcopterygii  são 

homólogos e os mecanismos comportamentais e neurológicos necessários para a ventilação 

aérea se desenvolveram em conexão com a ventilação de água de superfície. 

Os pulmões dos peixes pulmonados e dos anfíbios são estruturalmente semelhantes 

(PERRY  e  SANDER,  2004).  Urodelos  e  anuros  atuais  apresentam  extrema  redução  das 

costelas,  dependendo,  como  os  peixes  pulmonados,  da  bomba  bucal  para  ventilação  dos 

pulmões  (DUNCKER,  2004).  Além  disso,  a  conexão  direta  da  glote  com  os  pulmões  foi 

mantida  (DUNCKER,  2004).  Os  pulmões  dos  amniotas  contém  tipicamente  cartilagem 
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reforçando os brônquios intrapulmonares e a ventilação por aspiração, uma vez estabelecida 

neste grupo, tornou‐se cada vez mais importante e especializada (PERRY e SANDER, 2004). 

Os  primeiros  tetrápodes  desenvolveram  para  um  estágio  de  especialização 

respiratória não documentada para nenhum peixe: a completa perda das brânquias e total 

dependência da respiração aérea (GRAHAM e LEE, 2004). 

1.1.2. Consequências da respiração aérea para os sistemas de controle da ventilação 

A  transição do modo de ventilação bimodal  (água e ar) para o modo unimodal  (ar) 

nos  vertebrados  afetou  diretamente  diversos  sistemas  e  seus  mecanismos  de  controle, 

devido às diferenças das propriedades físicas entre os dois meios. 

Devido  à  baixa  capacitância  da  água  ao  oxigênio  (O2),  vertebrados  de  respiração 

aquática produzem uma taxa elevada de fluxo de água pelas brânquias, a fim de se obter O2 

suficiente  para  suprir  as  demandas metabólicas  (MILSOM,  2002).  Como  consequência  ao 

elevado fluxo e à elevada capacitância da água ao dióxido de carbono (CO2), o CO2 produzido 

metabolicamente  é  rapidamente  excretado  pelas  brânquias,  resultando  em  uma  baixa 

pressão parcial arterial de CO2 (PaCO2) (MILSOM, 2002). 

No ar atmosférico atual a concentração de O2 é cerca de 30 vezes maior do que na 

água,  à  15°C  (SCHMIDT‐NIELSEN,  2002),  possibilitando  uma  menor  taxa  ventilatória  da 

superfície  respiratória  (RAHN,  1966  apud  ULTSCH,  1996).  Este  fato,  aliado  à  perda  das 

brânquias  como  local  primário  de  eliminação  do  CO2,  gerou  um  novo  desafio  aos 

vertebrados terrestres: a eliminação do CO2 e regulação do pH (ULTSCH, 1996). 

Uma grande transformação ocorreu nos mecanismos de controle da ventilação. Em 

animais  de  respiração  aquática  o  O2  exerce  o  papel  dominante  no  controle  químico  da 

ventilação (DEJOURS, 1973 apud MILSON, 2002). Com o aumento da PaCO2 em animais de 

respiração aérea aumenta‐se a sensibilidade a esse gás, que passa a ser o principal estímulo 

ventilatório durante o repouso (MILSOM, 2002). A regulação do CO2 é essencial,  já que ele 
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esta associado ao pH pela equação CO2 + H2O → H+ + HCO3
‐   e os organismos costumam ser 

pouco tolerantes a alterações no pH dos líquidos corporais. 

1.1.3. Controle cardiorrespiratório nos vertebrados 

Os  sistemas  respiratório  e  cardiovascular  são  responsáveis  por  fornecer  O2  aos 

tecidos  e  retirar  o  CO2  produzido metabolicamente. A  atividade  respiratória  é  gerada  no 

sistema  nervoso  central  (SNC)  e  é  dependente  de  aferências  com  informações  sobre  os 

níveis dos gases sanguíneos, o pH dos  líquidos corporais, os gases  inspirados e o estado de 

estiramento  do  pulmão.  A  transdução  destes  sinais  ocorre  em  quimio‐  e 

mecanorreceptoreres, cuja localização será discutida adiante. A integração destas aferências 

pelo  SNC  resulta  em modulação  das  eferências  aos músculos  que  controlam  o  sistema 

respiratório  e  cardiovascular  (WANG  et  al.,  1999).  Adequando‐se  a  atividade 

cardiorrespiratória  os  animais  podem manter  os  níveis  de O2,  CO2  e  pH  no meio  interno 

dentro dos valores fisiológicos para cada espécie. 

1.1.4. Detecção e resposta aos estímulos químicos 

1.1.4.1. Estímulos específicos 

O  aumento  da  pressão  parcial  de  CO2  (PCO2)  no  ar  inspirado  é  chamado  de 

hipercarbia e se caracteriza como o estímulo específico dos quimiorreceptores  localizados 

nas  vias aéreas dos  tetrápodes. Além disso, mecanorreceptores de estiramento pulmonar 

(PSR) podem ser inibidos pelo aumento da PCO2 do ar inspirado (MILSOM et al., 2004). 

Os  quimiorreceptores  no  sistema  vascular  e  no  SNC  são  sensíveis  ao  aumento  da 

PCO2 dos líquidos corporais (hipercapnia) e à queda do pH. A hipercapnia pode ser causada 

por hipercarbia ou por hipoventilação. 

A hipóxia se caracteriza pela queda da pressão parcial de O2  (PO2) no ar  inspirado. 

Como  conseqüência  ocorre  a  queda  na  pressão  parcial  arterial  de  O2  (PaO2)  e  na 
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concentração de O2  ([O2]). Muitos vertebrados são capazes de distinguir entre a queda na 

PO2  e  na  [O2],  elaborando  respostas  diferentes  no  sistema  respiratório  e  cardiovascular 

(MILSOM e BURLESON, 2007). 

1.1.4.2. Quimiorreceptores de O2 nos vertebrados 

A resposta frente à hipóxia ambiental ou arterial nos vertebrados adultos é, em geral, 

uma  hiperventilação. Quimiorreceptores  de O2  estão  presentes  nas  brânquias  de  peixes, 

inclusive Agnatha, monitorando o meio externo (aquático) e interno (revisado por MILSOM e 

BURLESON, 2007; PERRY et al., 2009). Em peixes de respiração bimodal e larvas de anfíbios a 

hipóxia  aquática  estimula  além  da  ventilação  branquial  também  a  pulmonar  (MILSOM  e 

BURLESON,  2007;  PERRY  et  al.,  2008). Nos  tetrápodes  adultos,  receptores  arteriais  estão 

presentes e são considerados homólogos aos receptores associados ao primeiro e segundo 

arco  branquial  de  peixes  (MILSOM  e  BURLESON,  2007).  Observa‐se  uma  tendência  de 

redução de sua distribuição a um único sítio dominante em aves e mamíferos, que estaria 

associada à transição da respiração aquática para a respiração aérea exclusiva, já que no ar o 

O2 é mais abundante e menos variável que na água (MILSOM e BURLESON, 2007). 

Há  evidências  de  receptores  de  O2  no  SNC  capazes  de  mediar  uma  resposta 

ventilatória, mas sua participação na resposta geral do animal à hipóxia ambiental ainda não 

foi estudada  (cf. FOURNIER et al., 2007; NEUBAUER e SUNDERRAM, 2004; WINMILL et al., 

2005). 

1.1.4.3. Quimiorreceptores de CO2 nos vertebrados 

Em peixes, quimiorreceptores de CO2  foram demonstrados nas brânquias,  inclusive 

nos Agnatha, monitorando apenas o ambiente externo (PERRY e MCKENDRY, 2001; PERRY et 

al., 2009; REID et al., 2000), o que estaria de acordo com o fato da PaCO2 destes animais ser 

muito baixa. Na maioria dos peixes pulmonados a ventilação branquial é reduzida  frente à 

hipercapnia  aquática, enquanto que  a  ventilação pulmonar é estimulada  (AMIN‐NAVES et 

al.,  2007;  PERRY  et  al.,  2008). Nos  tetrápodes,  quimiorreceptores  de  CO2/pH  no  sistema 

vascular encontram‐se em congruência com os de O2 e sua estimulação gera uma resposta 
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hiperventilatória  (revisado por MILSOM, 2002). Receptores de CO2 encontram‐se  também 

nas  vias  aéreas:  quimiorreceptores  no  epitélio  nasal  e  PSR  nos  pulmões  (revisado  por 

MILSOM  et  al.,  2004).  Houve  uma  tendência  de  redução  da  distribuição  dos 

quimiorreceptores de CO2/pH de muitos  locais, em peixes e anfíbios, para um  local único e 

dominante em mamíferos. Os  receptores associados ao primeiro arco branquial de peixes 

tornaram‐se os receptores periféricos primários em todos os demais vertebrados (MILSOM, 

2002). Associado à  redução dos sítios de quimiossensibilidade periférica ao CO2/pH está o 

surgimento dos quimiorreceptores  centrais. Uma  vez que  surgiram na escala  filogenética, 

sua  atividade  predomina  sobre  a  dos  demais  receptores  no  controle  da  ventilação  em 

condições basais (MILSOM, 2002). 

Os  quimiorreceptores  centrais  de  CO2/pH  são  conhecidos  em  todos  os  grupos  de 

tetrápodes (MILSOM, 2002) e sua estimulação gera uma resposta hiperventilatória. Não há 

dados  consistentes  demonstrando  a  presença  destes  em  peixes  de  respiração  aquática 

exclusiva  ou  em  Actinopterygii  de  respiração  bimodal  (MILSOM,  2002),  sendo  os  peixes 

pulmonados  o  grupo  mais  basal  em  que  estão  presentes  (SANCHEZ  et  al.,2001).  Estes 

receptores  são  banhados  pelo  fluido  extracelular  encefálico  e  separados  do  sistema 

circulatório pela barreira hematoencefálica, que é pouco permeável ao íon H+, protegendo o 

encéfalo de variações no pH  sistêmico, porém, altamente permeável ao CO2  (HLASTALA e 

BERGER, 2001). 

 

1.2. SISTEMAS RESPIRATÓRIO E CARDIOVASCULAR EM ANFÍBIOS ANUROS 

A  ordem  Anura,  juntamente  com  as  ordens  Gymnophiona  e  Caecilia,  formam  a 

subclasse Lissamphibia, que compreende todos os anfíbios viventes. A maioria das espécies 

de anuros passa por uma grande metamorfose antes de se tornarem adultos, que prepara a 

larva  aquática  para  a  vida  terrestre.  Logo  após  o  nascimento,  as  trocas  gasosas  são 

realizadas através da pele, passando a ocorrer em três locais concomitantemente durante a 

metamorfose  (pele,  brânquias  e  pulmões)  para,  no  adulto,  ocorrer  através  da  pele  e 

pulmões  (BURGGREN  e WEST,  1982).  Em  rãs  adultas  da  espécie  Lithobates  catesbeianus 
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(Rana catesbeiana), durante o  repouso a 20°C, os pulmões  são  responsáveis por cerca de 

80%  da  captação  de O2, mas  por  apenas  20%  da  excreção  de  CO2  (BURGGREN  e WEST, 

1982). Em Anaxyrus americanus (Bufo americanus), o pulmão capta 59% do O2 e excreta 21% 

do CO2 (HUTCHISON, 1966 apud ULTSCH, 1996). 

1.2.1. A bomba, o padrão e a geração do ritmo respiratório em anuros 

Larvas  de  anuros  utilizam  a  bomba  bucal  e  faríngea  para  produzir  um  fluxo 

unidirecional  de  água  pelas  brânquias  (GARGAGLIONI  e MILSOM,  2007).  A  bomba  bucal 

permanece  nos  adultos  para  ventilação  dos  pulmões  e  gera  dois  ritmos  ventilatórios 

distintos: um bucal  contínuo e um pulmonar  intermitente. A expansão do  assoalho bucal 

permite a entrada de ar para a cavidade bucal pelas narinas. No momento da compressão, a 

posição da glote e das narinas irá determinar se o ar será encaminhado para fora ou para os 

pulmões  (revisado por GARGAGLIONI e MILSOM, 2007). A deflação pulmonar em  situação 

basal é puramente passiva e ocorre no meio do ciclo bucal (entre a expansão e contração do 

assoalho bucal) enquanto a glote permanece aberta, com o ar do pulmão misturando‐se ao 

ar puro da cavidade bucal (BRAINERD, 1999).  

Como  padrão  geral  os  bufonídeos  em  situação  de  repouso  apresentam  eventos 

pulmonares  agrupados  em  episódios  e  separados  entre  si  por  períodos  de  apnéia.  O 

aumento  do  drive  respiratório  pode  causar  um  aumento  do  volume  corrente  (VT)  e  da 

frequência  respiratória  (FR),  podendo  produzir  um  padrão  de  respiração  contínua 

(GARGAGLIONI e MILSOM, 2007). 

O ritmo respiratório é gerado espontaneamente no bulbo (TORGERSON et al., 2001) 

porém, dependente de  aferência mínima dos quimiorreceptores para ocorrer  (KINKEAD e 

MILSOM, 1994; SMATRESK e SMITS, 1991). Wilson et al.  (2002)  identificaram duas regiões 

com  atividade  respiratória  ritmogênica  na  preparação  in  vitro  do  tronco  encefálico  de 

Lithobates  catesbeianus e  classificaram essas  regiões  como osciladores bucal e pulmonar. 

Apesar  de  espacialmente  distintos,  estes  osciladores  são  acoplados,  sendo  que  o  ritmo 

pulmonar é também dependente da atividade do oscilador bucal  (VASILAKOS et al., 2005). 

Estudos  farmacológicos suportam a hipótese de osciladores distintos,  já que manipulações 
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têm  efeito  diferenciado  sobre  os  ritmos  bucal  e  pulmonar  (revisado  por WILSON  et  al., 

2006). 

A natureza episódica do padrão respiratório pulmonar é gerada centralmente, já que 

se mantém  na  presença  de  aferência  tônica  dos  quimiorreceptores  (KINKEAD  e MILSOM, 

1994),  sendo  que  os  núcleos  envolvidos  neste  processo  parecem  estar  localizados  no 

mesencéfalo (GARGAGLIONI et al., 2007). 

1.2.2. Sistema cardiovascular 

A anatomia cardiovascular de anuros  foi  revisada  recentemente por alguns autores 

(BURGGREN e RIEBER, 2007; TAYLOR et al., 1999; WANG et al., 1997; WANG et al., 1999). O 

coração  é  dividido  em  três  câmaras:  um  ventrículo  e  dois  átrios.  O  sangue  que  deixa  o 

ventrículo pode  ser direcionado ao arco  sistêmico ou aos arcos pareados pulmocutâneos, 

que se dividem em artéria pulmonar e cutânea. Enquanto o sangue oxigenado nos pulmões 

volta ao  coração pelo átrio esquerdo, o  sangue oxigenado na pele  se  junta ao  sangue da 

circulação  sistêmica e chega pelo átrio direito  (BURGGREN e REIBER, 2007). Em condições 

basais, o pulmão recebe 80% do fluxo direcionado à circulação pulmocutânea em Lithobates 

catesbeianus  (BOUTILIER  et  al.,  1986).  Inervação  simpática  estimulatória  e parassimpática 

(vagal)  inibitória  chegam  ao  coração  e  artéria  pulmocutânea  controlando  a  frequência 

cardíaca (FC) e o fluxo sanguíneo (revisado por WANG et al., 1999). 

Apesar do ventrículo não dividido, anuros apresentam a capacidade de distribuição 

seletiva  do  sangue  entre  os  circuitos  sistêmico  e  pulmocutâneo  (JOHANSEN  e  HANSON, 

1968). A  recirculação  do  sangue  pelo  circuito  sistêmico  é  chamada  shunt  da  direita  para 

esquerda e a recirculação pelo circuito pulmocutâneo chamada de shunt da esquerda para 

direita  (WANG  et  al.,  1999).  A  proporção  de  sangue  encaminhado  para  cada  circuito  é 

determinada pela  relativa  resistência ao  fluxo sanguíneo que eles exercem  (TAYLOR et al., 

1999). Assim,  a  estimulação  vagal  causa bradicardia e  aumento da  resistência do  circuito 

pulmocutâneo,  levando  à  prevalência  do  shunt  da  direita  para  a  esquerda,  situação 

observada durante o repouso (TAYLOR et al., 2001). 
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1.2.3. Controle cardiorrespiratório em anfíbios anuros 

  1.2.3.1. Resposta à hipóxia  

Em  anuros  adultos  a  resposta  ventilatória  e  cardiovascular  à  hipóxia  aérea  são 

mediadas  por  quimiorreceptores  localizados  no  sistema  vascular.  Como  os  possíveis 

receptores centrais ao O2 participariam destas respostas ainda não foi investigado (WINMILL 

et al., 2005; FOURNIER et al., 2007). 

Quimiorreceptores de O2 foram primeiramente demonstrados no labirinto carotídeo 

(na  bifurcação  das  artérias  carótidas  internas  e  externas)  respondendo  à  queda  na  PaO2 

(ISHII et al., 1966 apud KUSAKABE, 2002). A  informação ascende pelo nervo glossofaríngeo 

chegando ao núcleo do trato solitário (NTS) no bulbo (STUESSE et al., 1984). A denervação 

bilateral do labirinto carotídeo, porém, não abole a resposta ventilatória à hipóxia (WEST et 

al., 1987 apud GARGAGLIONI e MILSOM, 2007), sugerindo a presença de receptores de O2 

em outros locais. Eles foram também demonstrados na parede da aorta (ISHII et al., 1985) e 

na artéria pulmocutânea (WANG et al., 2004). 

Em resposta à hipóxia aérea aguda, observa‐se um aumento da ventilação pulmonar 

(GARGAGLIONI  et  al.,  2002;  GARGAGLIONI  e  BRANCO,  2003;  KRUHOFFER  et  al.,  1987; 

SMATRESK e SMITS, 1991; WANG et al., 1994). Os ajustes cardiovasculares promovem um 

aumento da FC e do fluxo pulmocutâneo, com redução do shunt da direita para a esquerda, 

provavelmente mediado por inibição do vago no coração e artéria pulmonar (ANDERSEN et 

al., 2003). O  fluxo pulmocutâneo muda  sua distribuição  relativa entre a pele e o pulmão, 

favorecendo  a  circulação  cutânea  (BURGGREN  e  DOYLE,  1986).  Wang  et  al.  (1994)  e 

Andersen et al. (2003) demonstraram que a resposta ventilatória é mediada pela queda na 

PaO2, enquanto a resposta cardiovascular é mediada pela queda da [O2]. 

A  integração  central  da  informação  dos  quimiorreceptores  de  O2  na  geração  da 

resposta  hiperventilatória  à  hipóxia  foi  pouco  estudada.  A  resposta  ventilatória  frente  à 

injeção  de  cianeto  de  sódio  (NaCN)  na  circulação  aórtica  e  pulmonar  cessa  quando  os 

pulmões estão completamente insuflados (WANG et al., 2004). Este efeito é provavelmente 

causado por interação central entre as aferências dos PSR e dos quimiorreceptores de O2. A 
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modulação  central  também  ocorre  quando  um  estímulo  hipóxico  crônico  é  aplicado:  a 

resposta  hiperventilatória  à  hipóxia  aguda  e  a  quimiossensibilidade  central  são  inibidas 

(MCANENEY et al., 2006; MCANENEY et al., 2007). A transecção do mesencéfalo restaura a 

resposta,  o  que  sugere  que  estruturas mesencefálicas  exercem  uma modulação  inibitória 

sobre a quimiossensibilidade central durante a hipóxia crônica (MCANENEY et al., 2007). O 

núcleo do  istmo  (NI), estrutura  localizada no mesencéfalo de anfíbios,  foi  investigado e os 

dados  confirmam  uma  modulação  inibitória  da  resposta  ventilatória  à  hipóxia 

aguda(GARGAGLIONI et al., 2002). 

  1.2.3.2. Resposta à hipercarbia  

Anuros adultos respondem ao estímulo hipercárbico com um aumento da ventilação 

pulmonar, em geral por um aumento da FR e do VT  (BRANCO et al., 1992; NORONHA‐DE‐

SOUZA  et  al.,  2006).  A  hipercarbia  gera  também  respostas  cardiovasculares. Wang  et  al. 

(2004) observaram um aumento da pressão arterial sistêmica, queda do fluxo pulmocutâneo 

e  nenhuma  alteração  na  FC  em  animais  descerebrados,  paralisados  e  ventilados 

unidirecionalmente. Já West e Smits (1994) e Gamperl et al. (1999) observaram um aumento 

do fluxo pulmocutâneo, apesar do shunt da direita para a esquerda não ter sido afetado  já 

que o  fluxo  sistêmico  também aumentou, em animais acordados. A diferença encontrada 

entre  os  dois  estudos  pode  ter  ocorrido  devido  às  diferenças  de  preparações  e  de 

intensidade do estímulo. 

Diferentemente  da  hipóxia,  a  hipercarbia  pode  ser  detectada  imediatamente  por 

quimiorreceptores  nas  vias  aéreas.  Os  receptores  do  epitélio  nasal  são  estimulados  e 

promovem  uma  inibição  da  ventilação,  enquanto  os  PSR  são  inibidos  e  aumentam  a 

ventilação  (SAKAKIBARA,  1978). Após  a  fase  inicial  do  um  estímulo  hipercárbico,  em  que 

apenas  os  receptores  das  vias  aéreas  são  estimulados,  ocorre  a  queda  o  pH  arterial  e 

aumento  da  PaCO2  (BOUTILIER  et  al.,  1979;  BRANCO  et  al.,  1992).  Quando  isto  ocorre, 

receptores arteriais no labirinto carotídeo e arco aórtico passam a ser também estimulados 

(ISHII et al., 1966 apud KUSAKABE, 2002; VAN VLIET e WEST, 1992), estimulando a resposta 

ventilatória  (SMATRESK  e  SMITS,  1991).  O  estímulo,  uma  vez  transmitido  ao  líquido 

encefálico  estimulará  quimiorreceptores  centrais,  que  promovem  também  o  aumento  da 
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ventilação (BRANCO et al., 1992; SMATRESK e SMITS, 1991). Na última década, um número 

crescente de estudos em mamíferos  tem demonstrado que os quimiorreceptores  centrais 

encontram‐se amplamente distribuídos pelo tronco encefálico,  incluindo o núcleo do trato 

solitário,  núcleo  fastigial,  núcleo  retrotrapezóide,  núcleos  da  rafe  e  o  Locus  coeruleus 

(revisado  por  NATTIE,  1999  e  NATTIE  e  LI,  2006).  A  possível  ampla  distribuição  destes 

quimiorreceptores  centrais  em  anfíbios  permanece  incerta.  Recentemente,  um  estudo 

demonstrou que o Locus coeruleus também atua como quimiorreceptor central em Rhinella 

schneideri  (NORONHA‐DE  SOUZA  et  al.,  2006).  Os  quimiorreceptores  centrais  são 

responsáveis por cerca de 80% da resposta ventilatória à hipercarbia, demonstrando que o 

drive  é  predominantemente  central  (BRANCO  et  al.,  1992).  Mas,  possivelmente,  os 

receptores periféricos são responsáveis pela resposta  inicial ao CO2, como o observado em 

mamíferos (revisado por MILSOM, 2002). 

Ao  fim  de  um  estímulo  hipercárbico,  antes  que  a  ventilação  retorne  aos  valores 

basais, há uma hiperventilação ainda mais pronunciada. Acredita‐se que  isto ocorra por se 

retirar o estímulo  inibitório vindo dos receptores do epitélio nasal quando o animal volta a 

respirar  ar  atmosférico,  enquanto  que  os  receptores  periféricos  e  centrais  continuam 

estimulados,  pois  o  CO2/pH  ainda  não  retornou  aos  valores  basais,  promovendo  a 

hiperventilação.  A  resposta  geral  do  animal  é  um  balanço  dos  estímulos  vindos  dos 

diferentes  receptores e a presença de  receptores nas vias aéreas que  inibem a ventilação 

representaria  um  mecanismo  que  possibilite  ao  animal  procurar  ar  fresco  antes  que  o 

estímulo atinja a circulação (revisado por MILSOM et al., 2004).  

Como o que ocorre para a hipóxia, muito pouco se sabe sobre a modulação central 

das  informações  dos  quimiorreceptores  para  geração  da  resposta  à  hipercarbia.  As 

informações  dos  quimiorreceptores  periféricos  ascendem  ao  SNC  pelo  vago  e  pelo 

glossofaríngeo,  onde  são  integradas  com  as  informações  dos  PSR  e  quimiorreceptores 

centrais  (revisado por REID et al., 2006). O núcleo do  istmo  foi  investigado e mostrou que 

desempenha um papel  inibitório na resposta hipercárbica (GARGAGLIONI et al., 2002). Já o 

Locus coeruleus, núcleo também  localizado no mesencéfalo de anuros, apresenta um papel 

excitatório (NORONHA‐DE‐SOUZA et al., 2006). 
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1.3. OS NÚCLEOS DA RAFE E O CONTROLE CARDIORRESPIRATÓRIO 

1.3.1. Mamíferos 

Os núcleos da rafe em mamíferos constituem agrupamentos neuronais dispostos em 

uma coluna que se estende no eixo rostro‐caudal junto à linha média e podem ser divididos 

em  2  grupos:  (1)  núcleos  caudais,  localizados  no  bulbo,  compreendendo  o  núcleo  pálido 

(RaP), magno  (RaM)  e  obscuro  da  rafe  (RaO),  sendo  chamados  genericamente  por  rafe 

bulbar  (RB); e  (2) núcleos  rostrais,  localizados no mesencéfalo e ponte, compreendendo o 

núcleo  pontino  (RaPn),  dorsal  (RaD)  e  superior  da  rafe  (RaS)  (revisado  por  RICHERSON, 

2004). Os neurônios presentes nesses núcleos são heterogêneos, no entanto o principal tipo 

celular  é  serotoninérgico  (MASON, 1997). Os núcleos da RB projetam  ao bulbo  e medula 

espinhal, onde influenciam o controle respiratório e cardiovascular, eferências autonômicas, 

controle motor e processamento da dor. Os núcleos rostrais projetam ao telencéfalo e estão 

associados  ao  alerta,  ansiedade,  agressividade  e  controle  do  fluxo  sanguíneo  encefálico 

(revisado por RICHERSON, 2004).  

Evidências  anatômicas mostram  a  comunicação  da  RB  com  núcleos  envolvidos  no 

controle  da  ventilação,  enviando  projeções  serotoninérgicas  para  núcleos  respiratórios 

bulbares (HOLTMAN et al., 1990), NTS (THOR e HELKE, 1989) e núcleo motor do frênico (CAO 

et al., 2006b; HOSOGAI et al., 1998). Receptores serotoninérgicos são encontrados no NTS, 

núcleo motor do hipoglosso e complexo Pré‐Bötzinger (revisado por RICHERSON, 2004). Há 

também a conexão entre os núcleos da rafe e regiões do encéfalo envolvidas no controle da 

pressão sanguínea (DAMPNEY, 1994 apud BERNARD, 1998). 

Enquanto  as  projeções  estão  bastante  estabelecidas,  as  aferências  aos  núcleos  da 

rafe com  informações relacionadas ao sistema respiratório ainda não estão claras (MASON 

et  al., 2007). Gang et  al.  (1991)  relataram projeções do núcleo parabraquial para o RaM. 

Além  disso,  sabe‐se  que  existe  uma  correlação  significativa  entre  os  disparos  do  núcleo 

magno da rafe e o ritmo respiratório (MASON et al., 2007) e que os núcleos da rafe podem 

ser ativados por estímulos que evocam os reflexos cardiorrespiratórios, como a hipóxia e a 

hipercapnia (ERICKSON e MILLHORN, 1991; TEPPEMA et al., 1997). 
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Diversas abordagens foram utilizadas para se averiguar a participação dos núcleos da 

rafe no controle respiratório. Cao et al. (2006a) demonstraram que a estimulação elétrica do 

RaM  diminuiu  os  movimentos  respiratórios  enquanto  que  a  do  RaP  aumentou.  A 

estimulação do RaO  teve  respostas variadas de acordo com o  local de estimulação, o que 

demonstra uma diferença regional no papel da rafe bulbar modulando a ventilação (CAO et 

al.,  2006a).  A  estimulação  elétrica  do  RaO  aumentou  também  a  atividade  de  neurônios 

presentes  no  grupo  respiratório  ventral,  por  liberação  de  5‐HT  (LALLEY  et  al.,  1997).  De 

acordo  com  Bernard  (1998),  a  estimulação  química  da  RB  com  L‐glutamato  promove  um 

aumento da atividade do nervo frênico, sendo o efeito mais pronunciado com a estimulação 

da região referente ao RaO. Segundo Cao et al. (2006b), a modulação da RB sobre a resposta 

ventilatória pode ser direta, por conexão com núcleo motor do nervo  frênico, ou  indireta, 

por meio de conexão com núcleos  respiratórios no SNC. Os autores  sugerem ainda que o 

efeito  facilitador  seja  transmitido  em  parte  por  vias  serotoninérgicas  descendentes 

diretamente ao núcleo do nervo frênico; e o efeito  inibitório transmitido em parte por vias 

GABAérgicas descendentes. 

Os  estudos  citados  acima  foram  realizados  com  animais  anestesiados  ativando‐se 

química  ou  eletricamente  a  RB.  Em  animais  não  anestesiados,  porém,  a microinjeção  de 

muscimol  (agonista de  receptor GABAA) ou  fluoxetina  (inibidor da  recaptação de 5‐HT) na 

RB, e a  lesão  inespecífica ou específica (neurônios serotoninérgicos) dos neurônios do RaM 

não  causaram  alterações  na  ventilação  (DIAS  et  al.,  2007;  GARGAGLIONI  et  al.,  2003; 

HODGES et al., 2004b; TAYLOR et al., 2004, 2006), sugerindo que estes núcleos não estariam 

sendo  ativados  em  condições  basais.  Além  disso,  camundongos  transgênicos  com  quase 

completa ausência de 5‐HT central apresentaram ventilação basal igual ao do grupo controle 

(HODGES et al., 2008). 

Com  relação  ao  controle  cardiovascular,  Cao  e Morrison  (2003)  descreveram  uma 

população  de  neurônios  no  RaP  de  ratos  que  recebem  inibição  tônica  GABAérgica,  não 

participando do controle cardiovascular em situações basais. Quando desinibidos produzem 

um aumento na atividade  simpática cardíaca e da FC. A ativação dos neurônios da RB por 

ácido homocisteico  também produziu  aumento na  FC  (SALO et  al., 2009) e  a  inibição dos 

neurônios  serotoninérgicos por microinjeção  local de 8‐OH‐DPAT  (agonista do  receptor 5‐
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HT1A) aumentou a pressão sanguínea e diminuiu a FC (MESSIER et al., 2004). De acordo com 

esses  estudos,  a  RB  teria  um  papel  excitatório  sobre  a  FC,  mediada  por  neurônios 

serotoninérgicos, mas não participaria do controle basal deste parâmetro. 

A comunicação da RB com o NTS sugere sua participação na modulação da resposta 

ao O2. A expressão do gene c‐fos  revelou ativação dos neurônios da RB durante a hipóxia 

aérea (ERICKSON e MILLHORN, 1994). A ativação química do RaM por injeção de L‐glutamato 

foi  capaz de  reduzir a ativação do NTS  causada pelo quimiorreflexo,  sugerindo que a  rafe 

controle  as  aferências  de  quimiorreceptores  periféricos  que  chegam  ao  NTS  de  forma 

inibitória (PEREZ e RUIZ, 1995). Corroborando este estudo, um aumento da hiperventilação 

induzida  por  hipóxia  foi  observada  após  lesão  inespecífica  do  RaM  com  ácido  ibotênico 

(GARGAGLIONI et al., 2003), e após  lesão específica com 5,7‐ dihidroxitriptamina no tronco 

encefálico,  em  que  65%  dos  neurônios  serotoninérgicos  da  RB  e  região  extra‐rafe  foram 

lesados, confirmando o papel inibitório da RB na resposta à hipóxia (PENATTI et al., 2006). A 

RB participa também da resposta cardiovascular à hipóxia. Quando ativado por L‐glutamato, 

o  RaO  envia  projeções  serotoninérgicas  ao  NTS  que  induzem  a  redução  da  bradicardia 

induzida por hipóxia (WEISSHEIMER e MACHADO, 2007). De maneira similar, a injeção de 5‐

HT no NTS de ratos aumenta a FC e pressão arterial (CALLERA et al., 1997). 

A  literatura sobre a participação da RB na  resposta ao CO2 é bastante extensa. Por 

meio da expressão do gene c‐fos foi verificada a ativação de neurônios da RB após estímulo 

hipercárbico (LARNICOL et al., 1994; TEPPEMA et al., 1997) e especificamente a ativação de 

neurônios serotoninérgicos (HAXHIU et al., 2001). A inibição com muscimol dos neurônios da 

RB  de  porcos  recém‐nascidos  acordados  causou  redução  da  hiperventilação  induzida  por 

hipercarbia  (MESSIER  et  al.,  2002).  Lesão  inespecífica  de  neurônios  da  RB  com  ácido 

ibotênico reduziu a resposta à hipercarbia em carneiros acordados, mas a resposta retornou 

aos  valores  pré‐lesão  após  sete  dias,  ressaltando  um  possível mecanismo  de  plasticidade 

(HODGES et al., 2004b). De maneira similar, Dias et al. (2007) observaram uma redução da 

resposta ventilatória ao CO2, por redução no VT e na FR, 6 dias após lesão do RaM com ácido 

ibotênico  em  ratos. Quando  a  lesão  foi  específica  dos  neurônios  serotoninérgicos  com  a 

toxina anti‐SERT‐SAP, o efeito foi apenas no VT, sugerindo que outros neurônios da RB, além 

dos serotoninérgicos estão envolvidos na modulação da resposta ao CO2 (DIAS et al., 2007). 
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Em  um  estudo  anterior  com  ratos, Nattie  et  al.  (2004)  utilizando  também  anti‐SERT‐SAP 

promoveram  uma  lesão  extensa  dos  neurônios  serotoninérgicos  do  tronco  encefálico. Os 

autores  observaram  que  a  redução  da  resposta  à  hipercarbia  foi maior  durante  o  sono 

comparado com a vigília. Ainda explorando o papel dos neurônios  serotoninérgicos da RB 

em ratos, Taylor et al.  (2005)  inibiram estes neurônios por meio da  injeção  local de 8‐OH‐

DPAT e também observaram uma diminuição da resposta ao CO2. Por fim, ratos transgênicos 

com quase completa ausência de 5‐HT central, quando adultos, apresentam redução de 50% 

da  resposta à hipercarbia  (HODGES et al., 2008). Em conjunto, estes estudos confirmam o 

papel excitatório dos núcleos bulbares da rafe na modulação da resposta à hipercarbia, mas 

não abordaram especificamente a questão da quimiossensibilidade central. 

Na  presença  de  bloqueio  sináptico  neurônios  da  RB  ainda  expressam  c‐fos  após 

estímulo hipercárbico (OKADA et al., 2002). Estudos in vitro com registro eletrofisiológico da 

atividade neuronal confirmaram a quimiossensibilidade intrínseca ao CO2/pH dos neurônios 

da RB e também dos núcleos mesencefálicos da rafe (RICHERSON et al., 1995; SEVERSON et 

al., 2003). Posteriormente descobriu‐se que todos os neurônios estimulados pelo CO2 eram 

serotoninérgicos,  e  que  um  total  de  73%  dos  neurônios  serotoninérgicos  da  RB  eram 

quimiossensíveis  (WANG  et  al.,  2001).  Evidências  anatômicas  mostram  ainda  que  os 

neurônios serotoninérgicos da RB estão em  íntima associação com a artéria basilar, o que 

favoreceria a detecção de variações no CO2 (BRADLEY et al, 2002). In vivo, a acidificação local 

da RB em carneiros acordados causou um aumento da ventilação (HODGES et al., 2004a). Em 

ratos este aumento  foi observado apenas durante o  sono  (NATTIE e LI, 2001). Os estudos 

diferiram,  porém,  na  concentração  de  CO2  equilibrada  no  líquido  injetado.  Fica  claro, 

portanto,  que  os  núcleos  bulbares  da  rafe  apresentam  quimiossensibilidade  central  ao 

CO2/pH, sendo capazes de mediar uma resposta ventilatória. 

1.3.2. Anuros 

Em anuros, os núcleos da rafe são possivelmente homólogos aos de mamíferos e se 

estendem ao  longo da  linha média no bulbo e mesencéfalo (ADLI et al., 1999). Assim como 

em mamíferos, os núcleos bulbares projetam para a medula espinhal e bulbo, enquanto os 
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núcleos  mesencefálicos  projetam  para  o  telencéfalo,  além  de  serem  os  núcleos  onde 

predominam os neurônios serotoninérgicos (ADLI et al., 1999). 

A aplicação de 5‐HT em preparações  in vitro do o tronco encefálico de girinos de rã 

tem efeitos diferenciados sobre a ventilação pulmonar fictícia ao longo do desenvolvimento 

(KINKEAD et al., 2002). Em girinos pré‐metamórficos a 5‐HT  inibe a ventilação pulmonar e 

em girinos pós‐metamórficos o efeito é dose‐dependente, com baixas doses estimulando e 

elevadas doses inibindo a ventilação pulmonar (KINKEAD et al., 2002).  

Apenas  um  trabalho  recente  averiguou  a  participação  dos  núcleos  da  rafe  na 

atividade respiratória em rãs da espécie Lithobates catesbeianus. Em preparação in vitro do 

tronco encefálico estimulou‐se a RB, mais especificamente o RaM, elétrica e quimicamente 

(glutamato)  em  três  estágios  do  desenvolvimento.  Os  resultados  demonstraram  que  a 

estimulação  da  RB  estimula  a  ventilação  pulmonar  apenas  em  girinos  pré‐metamórficos, 

sendo  que  a  ativação  do  receptor  5‐HT3  é  necessária  para  a  expressão  completa  desta 

resposta  (BELZILE  et  al.,  2007).  Nenhum  dos  tipos  de  estimulação  teve  efeito  sobre  a 

ventilação fictícia na preparação do tronco encefálico de adultos. 

Portanto, mais estudos são necessários para se compreender o papel dos núcleos da 

rafe  na modulação  da  ventilação  basal.  Até  o momento  não  existem  dados  na  literatura 

sobre  a  participação  destes  núcleos  na  modulação  da  resposta  ventilatória  à  hipóxia  e 

hipercapnia em anfíbios anuros. 
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A  evolução  da  respiração  aquática  para  a  respiração  aérea  veio  acompanhada  de 

mudanças  no  sistema  de  controle  cardiorrespiratório,  que  passou  a  ser  modulado 

principalmente  pelo  CO2  (MILSOM,  2002).  Os  vertebrados  apresentam  respostas 

cardiorrespiratórias  ao  estímulo  hipóxico  e  hipercárbico,  com  consequente  regulação  da 

PaO2, PaCO2 e pH, bastante descritas na literatura (ver MILSOM, 2002; MILSOM et al., 2004; 

MILSOM e BURLESON, 2007; TAYLOR et al., 1999). Porém, pouco se sabe sobre modulação 

central destes estímulos para a elaboração da resposta efetora e sobre a  localização exata 

dos quimiorreceptores centrais em espécies não‐mamalianas. Os anuros atuais, apesar de 

altamente  especializados,  representam  juntamente  com  os  demais  anfíbios  o  grupo mais 

basal  de  tetrápodes.  A  descrição  dos mecanismos  de  controle  cardiorrespiratório  neste 

grupo  torna‐se  interessante  para  a  compreensão  da  evolução  destes  mecanismos  nos 

vertebrados. 

Em mamíferos,  os  núcleos  da  rafe  participam  da modulação  central  da  resposta 

cardiorrespiratória  à  hipóxia  e  hipercarbia,  além  de  serem  intrinsecamente  sensíveis  às 

variações  no  CO2/pH  (ver  RICHERSON,  2004).  Estes  núcleos  estão  também  presentes  em 

anfíbios anuros (ADLI et al., 1999) e foi demonstrado que participam do controle ventilatório 

em girinos pré‐metamórficos  (BELZILE et al., 2007), não havendo dados na  literatura sobre 

sua participação na modulação da resposta à hipóxia e hipercarbia. 

Em  vista disso, o presente estudo  teve  como objetivo  testar a hipótese de que os 

núcleos da rafe de anuros da espécie Rhinella schneideri participam da modulação central da 

resposta à hipercarbia e hipóxia. Para tal, foi utilizada: 

• Imunorreatividade para 5‐HT para localização dos núcleos da rafe. 

• Imunorreatividade  para  a  proteína  Fos  para  verificar  se  os  neurônios  dos 

núcleos da rafe são ativados após estímulo hipóxico e hipercárbico. 

• Lesão não seletiva dos núcleos da  rafe com ácido  ibotênico para verificação 

de seu papel nas respostas cardiorrepiratórias à hipercarbia e hipóxia. 
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A  etapa  experimental  deste  trabalho  foi  desenvolvida  no  Laboratório  de  Fisiologia 

Respiratória da  Faculdade de Ciências Agrárias  e Veterinárias  (UNESP‐Jaboticabal‐SP),  sob 

responsabilidade da Profa. Dr. Luciane Helena Gargaglioni Batalhão, em colaboração com o 

Laboratório de Fisiologia Respiratória da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto (USP‐

Ribeirão Preto‐SP), sob responsabilidade do Prof. Dr. Luiz Guilherme de Siqueira Branco. Os 

experimentos foram realizados apenas durante a fase anual de atividade dos animais, entre 

os meses de setembro e abril (2007‐2008 e 2008‐2009). Os procedimentos foram aprovados 

pela Comissão de Ética e Bem Estar Animal da Universidade Paulista, campus de Jaboticabal 

(protocolo nº 005427‐08). A coleta, transporte e manutenção dos animais foram realizados 

sob licença do IBAMA (nº 13243‐1). 

  No Anexo A encontram‐se a lista dos produtos químicos e imunobiológicos citados a 

seguir, com seus respectivos números de catálogo e fabricantes. 

3.1. ANIMAIS 

Foram utilizados sapos da espécie Rhinella schneideri (Werner, 1894; sinônimos: Bufo 

paracnemis,  Bufo  schneideri  e  Chaunus  schneideri)  adultos  de  ambos  os  sexos,  pesando 

entre 120‐240g, coletados na região de Ribeirão Preto e Jaboticabal – SP. Os animais foram 

mantidos  em  tanques  com  livre  acesso  à  água  livre  de  cloro,  área  seca  e  abrigo.  A 

temperatura  esteve  sujeita  às  oscilações  naturais,  a  iluminação  diurna  mista  (luz  solar 

indireta e  luz fluorescente  indireta) e a alimentação, constituída de fígado de boi, realizada 

duas  vezes por  semana. A espécie  foi escolhida por haver uma  vasta  literatura  sobre  seu 

controle cardiorrespiratório e por estar classificada na categoria de espécie pouco ameaçada 

na  lista vermelha de espécies ameaçadas da  IUCN (International Union for Conservation of 

Nature and Natural Resorces) (AQUINO et al., 2004). 

Para fins didáticos, o presente trabalho está dividido em três partes: 

Parte 1: Localização e identificação dos núcleos da rafe. 

Parte 2: Expressão de c‐fos nos núcleos da rafe após hipercarbia e hipóxia. 

Parte  3:  Participação  dos  núcleos  da  rafe  na  resposta  ventilatória  e  cardiovascular  à 

normóxia, hipercarbia e hipóxia.   
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3.2. PARTE 1: LOCALIZAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DOS NÚCLEOS DA RAFE 

3.2.1. Histologia 

Cinco animais intactos foram utilizados para a análise histológica a fim de se identificar 

e localizar os núcleos da rafe na espécie Rhinella schneideri. Os animais foram anestesiados 

por  imersão  em  solução  de  tricaina metano  sulfonato  (MS‐222)  0,3%  (Sigma‐Aldrich,  St 

Loius, MO, USA) e perfundidos através do coração com tampão  fosfato salina  (PBS 0,01M, 

pH  7,4),  seguido  por  solução  de  tampão  fosfato  (PB  0,1M;  pH  7,4)  com  4%  de 

paraformaldeído  (PFA). Os  encéfalos  foram  armazenados  no mesmo  fixador  a  4°C  por  4 

horas e posteriormente mantidos em  solução de  sacarose 20 e 30% em PB a 4° C por 24 

horas cada. O tecido foi embebido em Tissue Tek O.C.T., congelado em gelo seco e cortado 

em  criostato  a  25µm.  Foram  separadas  duas  séries  de  cortes  adjacentes:  a  primeira  foi 

colocada  em  poços  para  a  realização  da  imunohistoquímica  para  serotonina  (5‐

dihidroxitriptamina; 5‐HT) pelo método free‐floating e a segunda colocada diretamente em 

lâminas gelatinizadas para coloração dos corpúsculos de Nissl com cresil‐violeta. A marcação 

dos  corpúsculos  de  Nissl  possibilita  observar‐se  a  localização  dos  neurônios  no  corte 

histológico. 

Imunohistoquímica  para  marcação  de  neurônios  serotoninérgicos:  foram  testados  três 

anticorpos primários em diversas diluições (1:500, 1:1000, 1:2000 e 1:6000 e 1:10000) com 

seus  respectivos  anticorpos  secundários  compatíveis.  Os  anticorpos  primários  testados 

foram:  anti‐triptofano  hidroxilase  produzido  em  camundongo  (Sigma‐Aldrich);  anti‐

serotonina  (anti‐5‐HT) produzido em carneiro  (ImmunoStar  Inc., Hudson, WI, USA); e anti‐

5HT  produzido  em  coelho  (Sigma‐Aldrich).  As  demais  etapas  do  procedimento  tiveram 

também  variações na diluição  e na marca dos  reagentes  testados durante o processo de 

padronização. Será apresentado o protocolo completo da marcação com o anticorpo anti‐5‐

HT produzido em coelho, com o qual se obteve os melhores resultados. 

Todas as soluções  foram preparadas em PBS 0,01M  (pH 7,4), com exceção da última 

etapa, em que o reagente foi diluído em tampão Tris (6,06 mg/mL; pH 7,6). Com exceção da 

incubação com a solução contendo o anticorpo primário, as demais  incubações ocorreram 

em  temperatura  ambiente  (aproximadamente  23°C). O  bloqueio  das  peroxidases 
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endógenas deu‐se por uma lavagem de 10 minutos em solução contendo 1% de peróxido de 

hidrogênio (H2O2). Os cortes foram incubados por 1 hora em solução a 1% de soro normal de 

carneiro  e  então  transferidos  para  solução  contendo  o  anticorpo  primário  anti‐5‐HT, 

desenvolvido em coelho (Sigma‐Aldrich; 1:6000), 0,3% de triton‐X e 1% de soro de albumina 

bovina (BSA), onde foram  incubados por 48h a 4°C em um agitador. Seguiu‐se a  incubação 

com  o  anticorpo  secundário  biotinilado  anti‐imunoglobulina  G  (anti‐IgG)  de  coelho 

desenvolvido em carneiro (1:600; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) por 1h seguida 

da  incubação  com  o  kit  ABC  Vectastain  (Vector  Laboratories)  por mais  1h.  O  complexo 

formado  foi  visualizado  com  solução  contendo  tetracloridrato  de  3,3‐diaminobenzidina 

(DAB; 0,4mg/mL; Sigma‐Aldrich) e 0,02% de H2O2 em tampão Tris, por 3 minutos. O controle 

negativo  foi  realizado omitindo‐se o anticorpo primário. Entre os passos,  com exceção da 

etapa  entre  o  soro  normal  de  carneiro  e  o  anticorpo  primário,  os  cortes  foram 

completamente  lavados  em  PBS.  Após  montagem  em  lâmina  gelatinizada,  secagem, 

desidratação em bateria de álcool (70, 90, 100 e 100%) e xilol, e colocação da  lamínula, os 

cortes puderam ser analisados em microscópio ótico. 

3.2.2. Análise dos dados 

Localização  dos  núcleos  da  rafe:  a  localização  dos  núcleos  da  rafe,  com  base  na 

localização  dos  neurônios  imunorreativos  à  serotonina  (5‐HT‐ir),  foi  realizada  para 

delimitação da  região para contagem de Fos  (Parte 2) e para elaboração das coordenadas 

estereotáxicas para lesão química (Parte 3). As lâminas de serotonina e Nissl foram utilizadas 

para elaboração de desenhos representativos dos núcleos da rafe em Rhinella schneideri. 

Os  núcleos  da  rafe  se  estendem  no  eixo  rostro‐caudal  ao  longo  da  linha média, do 

mesencéfalo ao bulbo. Quatro níveis  transversais do  tronco encefálico  foram analisados e 

estão representados na Figura 3.1 em vista dorsal do encéfalo, sendo o ponto de referência 

o vértice do ângulo formado pela divergência dos hemisférios. Este ponto foi utilizado como 

ponto  de  referência  no  atlas  estereotáxico  do  encéfalo  de  sapos  (HOFFMANN,  1973), 

chamado  de  ponto  zero.  Além  do  ponto  zero,  a  localização  dos  nervos  cranianos,  do 

cerebelo  e  do  teto  óptico  foi  utilizada  como  pontos  de  referência  para  a  localização  dos 
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níveis transversais do tronco encefálico. O nível A localiza‐se no bulbo aproximadamente a 8 

mm do ponto zero, no nível da raiz do IX nervo craniano (nervo glossofaríngeo). Neste nível, 

em  vista  dorsal,  observa‐se  o  plexo  coróide.  O  nível  B  localiza‐se  também  no  bulbo 

aproximadamente  a  6 mm  do  ponto  zero,  no  nível  da  raiz  do  XIII  nervo  craniano  (nervo 

vestibulococlear),  observando‐se  também  o  plexo  coróide  recobrindo  o  4º  ventrículo  na 

altura deste nível, em vista dorsal. O nível C localiza‐se caudal à transição entre o bulbo e o 

mesencéfalo, aproximadamente a 5 mm do ponto zero, podendo‐se observar o cerebelo em 

vista  dorsal  do  encéfalo  na  altura  deste  nível.  O  nível  D  localiza‐se  no  mesencéfalo, 

aproximadamente  a  3 mm  do  ponto  zero.  Neste  nível  encontra‐se  na  porção  ventral  o 

aqueduto de  Sylvius e na dorsal os  ventrículos  tectais  separados bilateralmente. Em  vista 

dorsal, observa‐se o teto óptico na altura deste nível. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1  ‐ Vista dorsal do encéfalo de Rhinella schneideri. A‐D: Níveis das secções  transversais. A 
seta  indica o ponto  zero. Distância aproximada de  cada nível do ponto  zero: A: 8mm; B: 
6mm; C: 5mm; e D: 3mm. Abreviações: V: 4º ventrículo; Ce: cerebelo; TO:  teto ótico; TE: 
telencéfalo; os nervos cranianos estão representados em algarismos romanos (IX e VIII). 

 

Os  cortes  referentes  a  cada  nível  foram  fotografados  em  microscópio  óptico 

associado a uma câmera digital e sobrepostos no Photoshop CS3  (Adobe Systems  Inc., San 

Jose, CA, USA), definindo‐se assim a região junto à linha média que apresentava a população 

de neurônios 5‐HT, sendo esta considerada, portanto, como a região dos núcleos da rafe. 
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Identificação  dos  núcleos  da  rafe:  Após  a  localização  destes  núcleos,  seguiu‐se  a 

identificação. Adli et al  (1999) e Zhao e Debski  (2005)  identificaram os núcleos da rafe em 

Lithobates pipiens (Rana pipiens). Nestes estudos, se um núcleo era similar ao de mamífero 

em  localização,  morfologia  celular,  conexões  e  conteúdo  neuroquímico,  receberia  a 

denominação utilizada para mamíferos. Comparou‐se a localização e morfologia das células 

serotoninérgicas com as de L. pipiens para adoção da nomenclatura. 

Estabelecimento das coordenadas estereotáxicas para microinjeção da neurotoxina: 

As fotomicrografias dos cortes do nível C marcados para serotonina foram utilizadas para se 

estabelecer as coordenadas estereotáxicas para microinjeção da neurotoxina nos núcleos da 

rafe presentes neste nível. Os cortes tiveram sua largura (x), e distância entre a superfície do 

encéfalo e o núcleo da  rafe  (y) medidas no Photoshop  (Figura 3.2). Uma  regressão  linear 

entre os parâmetros x e y foi aplicada e, havendo correlação, a equação da reta y = xa + b foi 

determinada (sendo a o coeficiente angular e b o valor onde a reta cruza o eixo y). Com esta 

equação,  ao  medir‐se  a  largura  do  encéfalo  no  nível  C  do  animal  posicionado  no 

estereotáxico,  pôde‐se  calcular  qual  a  distância  que  a  agulha  deveria  descer  a  partir  da 

superfície do encéfalo para atingir os núcleos da rafe. 

 

 

 

 

 

 

Figura  3.2  –  Secção  transversal  do  buldo  no  nível  C,  evidenciando  os  eixos  medidos  para 
estabelecimento da coordenada estereotáxica para lesão dos núcleos da rafe por meio 
da equação do  tipo y=xa + b. O  local dos núcleos da  rafe encontra‐se destacado em 
vermelho.   
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3.3. PARTE 2: EXPRESSÃO DE C‐FOS NOS NÚCLEOS DA RAFE APÓS HIPERCARBIA E HIPÓXIA 

3.3.1. Protocolo experimental 

Os  experimentos  foram  realizados  com  animais  não  anestesiados  e  intactos.  Os 

animais foram mantidos à temperatura de 25°C e acondicionados  individualmente em uma 

câmara de 5 litros ventilada com ar atmosférico umidificado (fluxo de 1,5 L/min). 

O  experimento  foi  conduzido  com  sapos  controle  (submetidos  à  normóxia 

normocárbica ‐ ar atmosférico; n=3) e sapos experimentais submetidos à hipercarbia (5% de 

CO2, 21% O2 e equilibrada com N2, n=2) ou hipóxia  (5% de O2 equilibrada com N2, n=2). A 

mistura gasosa  foi administrada por 2,5 horas  seguindo‐se 30 minutos de  recuperação na 

qual  as  câmaras  foram  ventiladas  com  ar  atmosférico.  Para  reduzir  a  expressão  de  c‐fos 

devido a um estímulo  inespecífico, os animais  foram aclimatados simulando‐se a condição 

experimental por cinco dias antes do experimento, ventilados apenas com ar atmosférico. 

3.3.2. Histologia 

Ao  fim do protocolo experimental os animais  foram anestesiados  (MS‐222 0,3%) e 

perfundidos através do coração com PBS 0,01 M (pH 7,4), seguido por solução de PB 0,1M 

com 4% de PFA. Os encéfalos  foram armazenados no mesmo  fixador a 4° C por 4 horas e 

posteriormente mantidos em solução de sacarose 20 e 30% em PB a 4° C por 24 horas cada. 

O tecido foi embebido em Tissue Tek O.C.T., congelado em gelo seco e cortado no criostato 

a 25 µm. Foram separadas duas séries de cortes adjacentes: a primeira série foi colocada em 

poços para a realização da  imunohistoquímica para a proteína Fos (produto do gene c‐fos) 

pelo método free‐floating e a segunda série colocada diretamente em lâminas gelatinizadas 

para coloração dos corpúsculos de Nissl com cresil‐violeta. 

Imunohistoquímica para marcação de Fos: Na etapa de padronização da marcação de Fos 

foram testados três anticorpos primários:  (1) Anti‐c‐Fos  (Ab‐5)  (4‐17) produzido em coelho 

(Calbiochem, San Diego, CA, USA; diluições 1:1000, 1:5000, 1:10000 e 1:20000); (2) anti‐Fos 
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(4) produzido em  coelho  (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; diluições 1:100, 

1:500,  1:2000,  1:6000  e  1:10000);  e  (3)  anti‐Fos  (k‐25)  produzido  em  coelho  (Santa  Cruz 

Biotechnology;  diluições  1:100,  1:500,  1:2000,  1:6000  e  1:10000).  Este  último  anticorpo 

detecta toda a família Fos (c‐Fos, Fos B, Fra‐1 e Fra‐2). Os anticorpos foram testados tanto 

com  o  método  ABC  (Vectastain  ABC  kit;  Vector  Laboratories)  quanto  com  o  método 

peroxidase anti‐peroxidase (PAP; Sigma‐Aldrich). As outras etapas do procedimento tiveram 

também  variações  na  diluição  e  na  marca  dos  reagentes  testados.  Será  apresentado  o 

protocolo completo da marcação com o anticorpo anti‐Fos (k‐25), com o qual se obteve os 

melhores resultados. 

Todas as soluções  foram preparadas em PBS 0,01M  (pH 7,4), com exceção da última 

etapa, em que o reagente foi diluído em tampão Tris (6,06 mg/mL; pH 7,6). Com exceção da 

incubação com a solução contendo o anticorpo primário, as demais  incubações ocorreram 

em  temperatura  ambiente  (aproximadamente  23°C). O  bloqueio  das  peroxidases 

endógenas ocorreu por uma  lavagem de 10 minutos em solução contendo 1% de H2O2. Os 

cortes  foram  incubados por 1h em solução de BSA a 2% e então transferidos para solução 

contendo o anticorpo primário anti‐Fos  (k‐25; 1:6000), 0,3% de triton‐X e 1% de BSA onde 

foram  incubados  por  48h  a  4°C  em  um  agitador.  Seguiu‐se  a  incubação  com  o  anticorpo 

secundário  anti‐IgG  de  coelho  desenvolvido  em  carneiro  (Sigma‐Aldrich;  1:450)  por  1h  e 

então  incubação  com  PAP  (1:300)  por mais  1h. O  complexo  formado  foi  visualizado  com 

solução de  tampão Tris  contendo 0,025% de DAB, 0,005% de H2O2 e 0,03% de  sulfato de 

amônia de níquel  0,03% por  10 minutos. O  controle negativo  foi  realizado omitindo‐se o 

anticorpo  primário.  Entre  as  etapas,  com  exceção  da  etapa  entre  o  BSA  e  o  anticorpo 

primário,  os  cortes  foram  completamente  lavados  em  PBS.  Após montagem  em  lâmina 

gelatinizada,  secagem,  desidratação  em  bateria  de  álcool  (70,  90,  100  e  100%)  e  xilol,  e 

colocação da lamínula, os cortes puderam ser analisados em microscópio ótico. 

3.3.3. Análise dos dados 

Os cortes foram fotografados em microscópio óptico associado a uma câmera digital. 

Foram  realizadas  três contagens do número de neurônios  imunorreativos à Fos  (Fos‐ir) na 
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região determinada  como a  rafe em  cada nível do  tronco encefálico  (A‐D)  com auxílio do 

programa Image J (U.S. National Institutes of Health System). Os dados foram analisados por 

análise de variância  (ANOVA) de duas vias,  seguida pelo pós‐teste de Tukey,  com P< 0,05 

indicando  diferença  significativa  (STATISTICA  versão  9,  Statsoft  Inc.,  Tulsa,  OK,  USA).  Os 

gráficos  foram elaborados com o programa Graphpad Prism  (versão 5; GraphPad Software 

Inc, La Jolla, CA, USA.). 

 

3.4.  PARTE  3:  PARTICIPAÇÃO  DOS  NÚCLEOS  DA  RAFE  NA  RESPOSTA  VENTILATÓRIA  E 

CARDIOVASCULAR À HIPERCARBIA E HIPÓXIA.  

3.4.1. Procedimentos 

Os animais selecionados para os experimentos haviam sido coletados há pelo menos 

duas  semanas, não haviam  sido  submetidos a nenhum experimento prévio e estavam em 

jejum há cinco dias. A anestesia foi realizada por imersão em solução de MS‐222 0,3%. 

Lesão química dos núcleos da  rafe: No  início do procedimento os animais  receberam uma 

injeção do antibiótico de amplo espectro enrofloxacina (Flotril, Schering‐Plough Corporation, 

3mg/kg) no saco  linfático. Um orifício no crânio com auxílio de um motor de baixa rotação 

foi realizado e dois parafusos foram implantados ao lado do orifício para melhor fixação do 

acrílico  utilizado  para  cobrir  o  orifício.  O  animal  foi  posicionado  em  um  aparelho 

estereotáxico (modelo 900, David Kopf Inst., Tujunga, CA, USA) para injeção da neurotoxina 

ácido  ibotênico  (2μg/μL) dissolvida em PBS, ou  apenas do  veículo  (PBS), diretamente nos 

núcleos da  rafe na altura do nível C. Foram  injetados 0,1μL do  fármaco ou do veículo no 

período de 5 minutos por meio de uma agulha gengival que estava  ligada por um tubo de 

polietileno (PE 10) a uma seringa Hamilton de 1μL. A seringa estava acoplada a um aparelho 

de microinjeção (modelo 310, Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA) que controlava a velocidade 

da injeção (Figura 3.3 A e 3.3 B). Após o fim da injeção esperou‐se 5 minutos para a retirada 

da agulha para evitar refluxo. O orifício foi coberto com vaselina sólida e então com acrílico 
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polimerizável  (Figura 3.3 C). O grupo de animais que  recebeu a  injeção de PBS é  referido 

como  “grupo  veículo”  e  o  grupo  de  animais  que  recebeu  a  injeção  da  neurotoxina  ácido 

ibotênico é referido como “grupo IBO”. 

A  identificação do  local de  injeção no eixo rostro‐caudal  (nível C) e  lateral  (na  linha 

média)  foi  realizada observando a  superfície do encéfalo com uma  lupa e procurando por 

pontos  de  referência.  Houve  a  necessidade  de  se  estabelecer  coordenadas  para  o  eixo 

dorso‐ventral (descrito no item 3.2.2). Escolheu‐se este nível por ele conter o núcleo magno 

da rafe (RaM) e por ser de mais fácil acesso do que o nível B, que também contém o RaM: no 

nível  C  é  necessário  perfurar  o  cerebelo  para  atingir  os  núcleos  da  rafe;  no  nível  B  é 

necessário  perfurar  o  plexo  coróide,  que  é  elástico  e  não  cede  facilmente  à  pressão  da 

agulha. 

O  ácido  ibotênico  é  um  análogo  glutamatérgico  que  destrói  neurônios  com  lesão 

mínima da vascularização e  fibras de passagem  (SCHWARCZ et al., 1979; GARGAGLIONI et 

al.,  2002). O  composto  se  liga  aos  receptores  em  qualquer  tipo  neuronal,  sendo  a  lesão 

causada, portanto, considerada não‐específica. 

Canulação da artéria  femoral: Seis dias após a cirurgia estereotáxica, os animais  tiveram a 

artéria  femoral direita  canulada  com um  tubo  silástico, para medida da pressão  artéria e 

frequência cardíaca, preenchido com solução ringer heparinizada (NaCl 110mM; KCl 3,5mM; 

CaCl2 1mM; NaHCO3 2,5mM; heparina 0,25%). 

Fixação da máscara para medida da ventilação: Logo após a cirurgia de canulação da artéria 

femoral,  ainda  sob efeito da  anestesia,  a máscara para medida da  ventilação  foi  fixada  à 

cabeça do animal com cola epóxi. 

Pesagem: A pesagem dos animais ocorreu antes da cirurgia estereotáxica, antes da cirurgia 

de canulação da artéria  femoral e após o  fim dos experimentos. O peso considerado  foi a 

média  destes  valores.  Como  o  animal  urina  um  volume  grande  com  relação  ao  peso 

corporal, diferenças  são encontradas entre os  valores de pesagem. Medidas  repetidas do 

peso corporal diminuem o erro deste parâmetro.   
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Figura  3.3‐  Fotos  realizadas  durante  e  a  cirurgia  estereotáxica.  A:  cirurgia  estereotáxica,  onde  I: 
aparelho  microinjetor;  II:  agulha,  ligada  à  seringa  por  tubo  de  polietileno;  III:  aparelho 
estereotáxico; IV: lupa. B: Detalhe da cabeça do animal durante a injeção. C: Cabeça do animal 
após a cirurgia, com acrílico polimerizável recobrindo o orifício do crânio.  

Figura  3.4  ‐  A: máscara  para medida  da  ventilação  por  pneumotacografia  acoplada  à  cabeça  do 
animal. A  área  tracejada  representa onde  se  localiza o pneumotacógrafo. B: desenho 
esquemático  do  pneumotacógrafo,  preenchido  por  tubos menores  para  garantir  um 
fluxo laminar do ar. Os dois tubos transversais aos pneumotacógrafo conectam‐se a um 
transdutor de pressão 

A 

B
expiração 

inspiração 
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3.4.2. Protocolo experimental 

Os  experimentos  foram  realizados  com  animais  não  anestesiados.  Durante  os 

experimentos  os  animais  foram  mantidos  à  temperatura  de  25°C  e  acondicionados 

individualmente em uma câmara de 5 litros ventilada com ar atmosférico umidificado (fluxo 

de 1,5 L/min). 

Seis  dias  após  a  cirurgia  estereotáxica  e  logo  após  se  recuperarem  da  cirurgia  de 

canulação da artéria  femoral, os animais  (veículo ou  IBO)  foram posicionados nas câmaras 

experimentais  ventiladas  com  ar  atmosférico  (normóxia  normocárbica;  21%  O2).  No  dia 

seguinte foi realizado o experimento com dois animais simultaneamente, tendo início entre 

7h00 e 8h00. Foram realizadas medidas controle de ventilação e pressão arterial. Em seguida 

o animal  foi submetido à primeira mistura gasosa  (hipercarbia ou hipóxia) por 1h, seguida 

por 1h de  recuperação  (ar atmosférico) e então à segunda mistura gasosa  (hipercarbia ou 

hipóxia) por 1h. A ordem das misturas foi escolhida aleatoriamente. Medidas da ventilação 

de  5  minutos  foram  realizadas  aos  30  e  60  minutos  de  cada  mistura.  Medidas  dos 

parâmetros  cardiovasculares  foram  realizadas  somente  aos  60  minutos.  A  mistura 

hipercárbica continha 5% de CO2 e 21% O2, equilibrada com N2 e a mistura hipóxica 5% de 

O2, equilibrada com N2. 

3.4.3. Medida dos parâmetros ventilatórios e cardiovasculares 

A ventilação pulmonar foi diretamente medida pelo método pneumotacográfico para 

animais  pequenos  (GLASS  et  al.,  1978),  amplamente  utilizado  em  Rhinella  schneideri 

(BRANCO et al., 1992; GARGAGLIONI et al., 2002; NORONHA‐DE‐SOUZA et al., 2006; WANG 

et al., 1994). Primeiramente, um molde da cabeça do animal foi feita em alginato. A partir do 

contramolde, feito em gesso, construiu‐se uma máscara de acrílico que se encaixa ao redor 

das narinas do animal e na qual foi acoplada o pneumotacógrafo (Figura 3.4 A). O ar passa, 

necessariamente,  por  dentro  do  pneumotacógrafo  durante  a  inspiração  (entrando  na 

máscara) e a expiração  (saindo da máscara). O pneumotacógrafo é preenchido com  tubos 

pequenos que garantem um fluxo  laminar ao gás que passa por dentro dele (Figura 3.4 B). 
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De acordo com o princípio de Poiseuille, o fluxo laminar ao longo do tubo é proporcional ao 

gradiente  de  pressão  nas  extremidades  do  tubo.  A  diferença  de  pressão  através  do 

pneumotacógrafo  foi medida  por meio  de  um  transdutor  diferencial  de  pressão  (Biopac 

Systems  Santa  Barbara,  CA,  EUA, modelo  TSD160A;  Figura  3.5). O  sinal  do  transdutor  foi 

transferido através de um conversor analógico‐digital (Biopac Systems, modelo MP100A‐CE), 

digitalizados  em  um  computador  equipado  com  um  programa  de  aquisição  de  dados 

(AcqKnowledge  3.8.1,  BioPac  Systems,  Santa  Barbara,  CA,  EUA;  Figura  3.5)  e  então 

integrados e analisados com o programa AcqKnowledge. A calibração do volume foi obtida 

por meio da injeção de volumes conhecidos de ar (1, 2, e 3 mL) na máscara com uma seringa 

graduada. A pressão arterial e a frequência cardíaca foram medidas pela conexão da cânula 

arterial a um transdutor de pressão (Biopac systems, modelo TSD104A; Figura 3.5), mantido 

na altura do coração do animal, calibrado por meio de uma coluna de mercúrio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.5– Desenho esquemático de um animal posicionado no aparato experimental para medida 
dos parâmetros ventilatórios e cardiovasculares. As diferentes misturas gasosas passam 
por uma garrafa com água e vão para a câmara experimental. Os tubos ligados à máscara 
de pneumotacografia e à artéria femoral são conectados ao equipamento que contém os 
transdutores  de  pressão.  Os  dados  são  digitalizados,  visualizados  e  gravados  no 
computador.   
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3.4.4. Histologia 

Após  o  experimento,  os  animais  foram  anestesiados  (MS‐222  0,3%)  e  perfundidos 

através  do  coração  com  solução  salina  (0,9%)  seguida  de  formalina  (10%).  Os  encéfalos 

foram  removidos,  cortados  em  parafina  a  15µm  e  processados  para  coloração  dos 

corpúsculos  de  Nissl  por  cresil‐violeta,  para  avaliação  do  local  e  efetividade  da  lesão 

realizada com ácido ibotênico. 

3.4.5. Análise dos dados 

Todas as variáveis ventilatórias foram calculadas com base em 5 minutos de registro 

durante o período controle  (normóxia normocárbica), e após 30 e 60 minutos do  início do 

estímulo hipóxico e hipercárbico. A frequência respiratória (FR) foi quantificada pela análise 

do número de eventos ventilatórios por minuto, sendo expressa por ciclos.min‐1. O volume 

corrente (VT) foi obtido a partir da integral do sinal do fluxo inspiratório, corrigido à condição 

de temperatura corporal e pressão barométrica saturada (BTPS) e expresso como mL BTPS 

.kg‐1. A ventilação  inspirada de cada animal  foi  calculada através da  fórmula VI = VT  . FR e 

expressa  como mL  BTPS  .kg‐1.min‐1.  A  duração  do  período  não  ventilatório  (apnéia)  e  o 

número de  ventilações por  episódio  foram  calculados  (quando  a  ventilação  era  contínua, 

nenhum valor para este parâmetro foi calculado). Devido à grande variabilidade individual, o 

valor mínimo  e máximo  de  cada  variável  em  cada  condição  gasosa  foi  excluído.  Por  este 

motivo,  o  VT médio multiplicado  pela  FR média  não  necessariamente  coincide  com  a  VI 

média. 

As variáveis  cardiovasculares  foram  calculadas  com base em 5 minutos de  registro 

durante  o  período  controle  (normóxia  normocárbica)  e  após  60  minutos  do  estímulo 

hipóxico e hipercárbico. A  freqüência  cardíaca  (FC)  foi  calculada pelo número de picos de 

pressão por minuto e expressa como batimentos por minuto (bpm). A pressão arterial média 

(PAM)  foi calculada segundo a  fórmula PAM = pressão diastólica + 1/3  (pressão sistólica – 

pressão diastólica) e expressa em milímetros de mercúrio (mmHg). 
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As  amostras  foram  testadas  para  normalidade  pelo  teste  Kolmogorov‐Smirnov 

(STATISTICA versão 9). Os parâmetros ventilatórios e cardiovasculares foram analisados pelo 

método de análise de variância multivariada (MANOVA) de medidas repetidas, seguida pelo 

pós‐teste  de  Tukey  (STATISTICA  versão  9).  Valores  de  P  <  0,05  foram  considerados 

significativos. Os gráficos foram elaborados com o programa Graphpad Prism (versão 5). 

A variável “número de ventilações por episódio” não foi analisada estatisticamente, 

pois certos animais apresentaram ventilação contínua. Média, desvio padrão, erro padrão, 

valor  mínimo  e  valor  máximo  foram  calculados  excluindo  os  animais  com  ventilação 

contínua. 
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4.1. PARTE 1: LOCALIZAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DOS NÚCLEOS DA RAFE 

4.1.1. Padronização da imunohistoquímica para serotonina 

Na  etapa  de  padronização  da  imunohistoquímica  para  marcação  de  neurônios 

serotoninérgicos no encéfalo de Rhinela schneideri três anticorpos foram testados: dois anti‐

5‐HT e um anti‐triptofano‐hidroxilase (enzima envolvida na síntese de serotonina). Nenhuma 

imunorreatividade  foi  encontrada  ao  triptofano‐hidroxilase.  Ambos  os  anticorpos  para 

serotonina  apresentaram  imunorreatividade,  porém,  a marcação  foi mais  intensa  com  o 

anticorpo produzido em coelho (Sigma Aldrich). A diluição que apresentou a marcação mais 

intensa, com menor background,  foi 1:6000. Os cortes  referentes ao controle negativo da 

imunohistoquímica não apresentaram imunorreatividade. 

4.1.2. Localização e identificação dos núcleos da rafe 

Nos níveis A, B e C a marcação para 5‐HT foi encontrada apenas em grupos distintos 

junto à linha média. No nível D encontrou‐se imunorreatividade no teto óptico e difusa pela 

formação  reticular,  porém,  apenas  junto  à  linha  média  os  neurônios  formavam  um 

agrupamento  definido.  Estes  agrupamentos  de  neurônios  serotoninérgicos  junto  à  linha 

média indicam a localização dos núcleos da rafe (ADLI et al., 1999; ZHAO e DEBSKI; 2005). A 

Figura  4.1  mostra  desenhos  representativos  dos  níveis  A‐D  elaborados  sobre 

fotomicrografias de secções processadas com cresil‐violeta, com a região dos núcleos da rafe 

destacadas  em  vermelho.  A  localização  dos  núcleos  e  a  morfologia  das  células  foram 

comparadas à de Lithobates pipiens nos trabalhos realizados por Adli et al. (1999) e Zhao e 

Debski  (2005). Os núcleos da  rafe  identificados  em  L. pipiens por Adli  et  al.  (1999)  estão 

representados  na  Figura  4.2.  As  fotomicrografias  da  imunohistoquímica  para  serotonina 

realizada no presente trabalho estão representadas na Figura 4.3. 

Nível  A:  neste  nível,  Adli  et  al.  (1999)  e  Zhao  e  Debski  (2005)  identificaram  em  L. 

pipiens os núcleos pálido e obscuro da rafe. O núcleo obscuro é ventral ao pálido e possui 

processos que  se orientam ventralmente, enquanto que no núcleo pálido os processos  se 
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orientam  horizontalmente.  Em  R.  schneideri  encontrou‐se  um  agrupamento  de  células 

serotoninérgicas  junto  à  linha média  (Figura  4.1  A)  que  coincide  em  localização  com  a 

encontrada  em  L.  pipiens  (Figura  4.2  A).  Processos  que  se  orientam  ventral  e 

horizontalmente estão presentes, indicando a presença dos núcleos pálido e obscuro da rafe 

(Figura 4.3 A e B). 

Nível B: neste nível, em L. pipiens, Adli et al. (1999) encontraram uma população densa 

de células serotoninérgicas  junto à  linha média (Figura 4.2 B), cujos corpos celulares foram 

classificados como redondos ou ovais. Na Figura 4.3 C e D observa‐se que o agrupamento de 

células serotoninérgicas encontradas em R. schneideri forma também um núcleo mais denso 

que  o  encontrado  nos  demais  níveis  e  com  corpos  celulares  redondos  e  ovais.  Esta 

população foi identificada como núcleo magno da rafe, segundo a classificação de Adli et al. 

(1999).  Zhao  e Debski  (2005),  porém,  identificaram  neste  nível  a  sobreposição  do  núcleo 

magno e pontino da rafe. 

Nível C: Adli et al. (1999)  identificaram o agrupamento de neurônios serotoninérgicos 

encontrado em L. pipiens como núcleos magno e pontino da  rafe  (Figura 4.2 C). O núcleo 

pontino  situa‐se  imediatamente  dorsal  ao  magno  e  pode  ser  diferenciado  deste  pela 

ausência  de  projeções  espinhais  (ADLI  et  al.,  1999). A  localização  do  grupo  de  neurônios 

serotoninérgicos encontrado neste nível em R. schneideri está representada na Figura 4.1 C, 

e  coincide  com a  localização descrita em  L. pipiens. Como observado na  Figura 4.3 E e  F, 

apenas  a  imunohistoquímica  para  serotonina  não  é  suficiente  para  distinguir  os  núcleos 

magno e pontino espacialmente. 

Nível  D:  o  agrupamento  de  células  serotoninérgicas  neste  nível  em  L.  pipiens  foi 

identificado por Adli et al. (1999) como núcleo central superior e dorsal da rafe (Figura 4.2 

D). A localização deste grupo de neurônios em R. schneideri está representada na Figura 4.1 

D. Na Figura 4.3 G e H observam‐se  células marcadas por  toda a  formação  reticular, mas 

formando um grupamento denso bilateral junto à linha média, que recebeu a denominação 

adotada para L. pipiens.   
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Os resultados demonstram, portanto, que os neurônios serotoninérgicos presentes em 

R.  schneideri  coincidem  em  localização  e morfologia  com  os  encontrados  em  L.  pipiens. 

Sendo  assim,  a nomenclatura  adotada por Adli et  al.  (1999) e  Zhao e Debski  (2005) para 

identificação dos núcleos da rafe em L. pipiens foi adotada. 

 

Figura 4.1– Desenho esquemático das secções  transversas nos níveis A‐D com marcação de Nissl e 
região dos núcleos da  rafe destacada em vermelho. Abreviações: RaP: núcleo pálido da 
rafe; RaO: núcleo obscuro da rafe; RaM: núcleo magno da rafe; RaPn: núcleo pontino da 
rafe;  RaCS:  núcleo  central  superior  da  rafe;  RaD:  núcleo  dorsal  da  rafe;  nIX:  IX  nervo 
craniano; nVIII: oitavo nervo craniano.   
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Figura 4.2 ‐ Modificada de Adli et al. (1999) mostrando a localização dos núcleos da rafe descritos em 
Lithobates pipiens nos níveis referentes aos A, B, C e D deste trabalho. 
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Figura  4.3‐  Fotomicrografias  de  secções  transversais  (25µm)  do  tronco  encefálico  em  que  se 
observam  corpos  celulares  e  projeções  de  neurônios  serotoninérgicos.  A  e  B:  nível  A. 
Observam‐se  processos  que  se  orientam  horizontalmente  (núcleo  pálido  da  rafe)  e 
ventralmente  (núcleo obscuro da  rafe). B e C: nível B. O denso  grupamento de  corpos 
celulares  redondos  e  ovais  representa  o  núcleo  magno  da  rafe.  E  e  F:  nível  C.  Há 
sobreposição  dos  núcleos  magno  e  pontino  da  rafe.  G  e  H:  nível  D.  Células 
serotoninérgicas  encontram‐se  difusas  pela  formação  reticular,  formando  um  grupo 
bilateral denso junto a linha média, que representa os núcleos central superior e dorsal da 
rafe. Abreviações: 4º vent: 4º ventrículo; aqu S: aqueduto de Slvius. Barras representam 
100 µm em A, C, E e H e 50 µm em B, D, F e G   

4º vent 

4º vent 

4º vent 

aqu S 
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4.1.3. Estabelecimento das coordenadas para cirurgia estereotáxica  

Tendo‐se  localizado  e  classificado  os  núcleos  da  rafe,  seguiu‐se  a  etapa  de 

estabelecimento  da  coordenada  estereotáxica  para  microinjeção  nos  núcleos  da  rafe 

presentes no nível C. A Figura 4.4 apresenta a correlação entre os parâmetros x (largura do 

encéfalo no nível C) e y (distância entre a superfície dorsal do encéfalo e o núcleo da rafe no 

nível  C), medido  em  cortes  histológicos marcados  para  5‐HT,  para  estabelecimentos  das 

coordenadas  para  localização  dos  núcleos  da  rafe  no  eixo  dorso‐ventral.  A  correlação 

apresenta R2 = 0,7112 e coeficiente angular maior que zero. Pela regressão linear, a equação 

da  reta gerada  foi: y = 0,4596 x + 0,2508. Com o uso deste método o  índice de acerto do 

local da lesão foi de aproximadamente 40%. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.4 – Correlação entre os parâmetros x (largura do encéfalo no nível C) e y (distância entre a 
superfície dorsal e o núcleo da rafe).  

 

4.2. PARTE 2: EXPRESSÃO DE C‐FOS NOS NÚCLEOS DA RAFE APÓS HIPERCARBIA E HIPÓXIA 

4.2.1. Padronização da imunohistoquímica para Fos 

Foram testados três anticorpos primários anti‐Fos. O anticorpo da marca Calbiochem 

não  apresentou  imunorreatividade.  O  anticorpo  anti‐Fos  (4)  (Santa  Cruz  Biotechnology) 

apresentou  imunorreatividade  pouco  intensa.  O  anticorpo  anti‐Fos  (k‐25)  (Santa  Cruz 
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Biotechnology)  foi  o  que  apresentou  os  melhores  resultados.  A  Figura  4.5  mostra  uma 

montagem de  fotomicrografias de  cortes adjacentes na altura do nível A do bulbo de um 

animal  controle  (submetido  à normóxia normocárbica),  sendo o  corte da direita marcado 

para Fos e o da esquerda com cresil‐violeta. Observa‐se que as células marcadas para Fos 

não estão confinadas a núcleos específicos. Apesar da elevada expressão basal, pela Figura 

4.5 pode‐se observar que não são todos os neurônios que estavam expressando Fos. 

Com o método ABC a marcação basal foi mais generalizada do que a com o método 

PAP, em que se encontraram células com diferentes intensidades de marcação e em regiões 

mais  restritas  (Figura  4.6).  Ubink  et  al.  (1997)  e  Yao  et  al.  (2004),  utilizando  o mesmo 

anticorpo  (anti‐Fos  [k‐25]),  descreveram  também  a  presença  de  células  com  diferentes 

intensidades de marcação, em Xenopus  laevis. O método PAP foi julgado o mais adequado. 

Os cortes referentes ao controle negativo não apresentaram imunorreatividade. 

4.2.2. Efeito da hipercarbia ou hipóxia na expressão de c‐fos nos núcleos da rafe 

A Figura 4.7 apresenta fotomicrografias de secções transversais dos núcleos da rafe 

nos níveis A‐D mostrando neurônios Fos‐ir de animais submetidos às diferentes condições 

de  gás  inspirado.  A  Figura  4.8  apresenta  os  gráficos  com  o  resultado  da  contagem  dos 

neurônios  Fos‐ir  na  região  dos  núcleos  da  rafe  em  cada  nível,  nas  diferentes  situações 

gasosas. A análise estatística  revelou que nos níveis A, B e C a marcação  foi  reduzida nos 

grupos hipercarbia e hipóxia quando comparados ao grupo normóxia normocárbica (Hipóxia: 

P<0,00002 em A; P<0,00002 em B; e P<0,0001 em C; Hipercarbia: P<0,00002 em A; P<0,001 

e, B; e P<0,02 em C). No nível D a marcação não variou entre os grupos. 
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Figura 4.5  ‐ Montagem de fotomicrografias de secções transversais de cortes adjacentes no nível A 
do tronco encefálico, sendo o corte da direita marcado para Fos e o da esquerda para 
Nissl. O círculo tracejado delimita a região dos núcleos pálido e obscuro da rafe. Barra de 
escala: 50µm. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.6 – Fotomicrografias de secções transversais na altura no nível D em regiões equivalentes. A: 
imunohistoquímica  realizada  pelo  o  método  ABC;  observam‐se  todas  as  células 
marcadas  com  igual  intensidade;  B:  imunohistoquímica  realizada  pelo método  PAP; 
observam‐se diferentes intensidade de marcação de Fos. Barra de escala: 50 µm. 

 

   

4º ventrículo 
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 Figura  4.7  –  Fotomicrografias  de  secções  transversais  do  tronco  encefálico  nos  níveis  A‐D 
(representados pelas  linhas A‐D) mostrando neurônios  imunorreativos à Fos na  região 
dos  núcleos  da  rafe,  de  animais  representativos  dos  grupos  normóxia,  hipercarbia 
(5%CO2) e hipóxia (5%O2). Na porção dorsal dos cortes nos níveis A‐C encontra‐se o 4º 
ventrículo e no nível D o Aqueduto de Sylvius. Barra de escala: 50 µm. 
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Figura 4.8– Número de neurônios imunorreativos à Fos (Fos‐ir) nos níveis A‐D nos animais dos grupos 
normóxia normocárbica, hipercarbia e hipóxia. Valores apresentados como média e erro 
padrão  da  média.  #  indica  diferença  significativa  com  relação  ao  grupo  normóxia 
normocárbica, para o nível em questão (p<0,05; ANOVA de duas vias). 
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4.3.  PARTE  3:  PARTICIPAÇÃO  DOS  NÚCLEOS  DA  RAFE  NA  RESPOSTA  VENTILATÓRIA  E 

CARDIOVASCULAR À NORMÓXIA NORMOCÁRBICA, HIPERCARBIA E HIPÓXIA  

4.3.1. Determinação da localização e efetividade da lesão 

A  localização  da  lesão  com  ácido  ibotênico  e  determinação  de  sua  efetividade, 

ocorreu  de  maneira  qualitativa,  pela  localização  da  formação  de  núcleos  picnóticos, 

característicos  desse  tipo  de  lesão  (Figura  4.9).  Para  a  lesão  ser  considerada  efetiva  a 

formação dos núcleos picnóticos deveria  estar  corretamente posicionada  (nos núcleos da 

rafe presentes no nível C) e não deveria se estender por mais de 300 µm em lateralidade e 

700 µm em profundidade  (sentido  rostro‐caudal).  Segundo  Zhao e Debski et  al.  (2005),  a 

população  de  neurônios  que  contém  os  núcleos magno  e  pontino  da  rafe  se  estende  ao 

longo da linha média de L pipiens por aproximadamente 2600 µm. 

4.3.2. Efeito da hipóxia (5% O2) e hipercarbia (5% CO2) nos parâmetros ventilatórios 

A Figura 4.10 mostra registros da ventilação e pressão arterial representativos de um 

animal do grupo veículo durante normóxia normocárbica, hipercarbia e hipóxia. Os eventos 

ventilatórios pulmonares em normóxia normocárbica estão agrupados em episódios e estes 

separados entre si pelo período de apnéia (onde se observam eventos ventilatórios bucais). 

O  episódio  tem  início  com  um  evento  expiratório  (onda  negativa)  que  se  alterna  com 

eventos  inspiratórios  (onda  positiva)  até  terminar  com  um  inspiratório.  A  hipercarbia 

aumentou  de  forma  evidente  a  frequência  respiratória,  diminuindo,  assim,  o  período  de 

apnéia  e  os  eventos  bucais. Alguns  animais  apresentaram  ventilação  contínua. Durante  a 

hipóxia observa‐se que o padrão de cada episódio ventilatório é alterado. O episódio  tem 

início com eventos expiratórios terminando com eventos exclusivamente inspiratórios. 
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Figura 4.9 – Fotomicrografias de secções transversais do encéfalo no nível C com coloração de Nissl 
de um animal representativo do grupo IBO, em que os neurônios da região dos núcleos da 
rafe  foram  lesados  com  ácido  ibotênico.  Observa‐se  no  local  da  lesão  a  formação  de 
núcleos picnóticos. Barra de escala: 50 µm. 

 

 

 

 

   

4º ventrículo 
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Figura  4.10–  Registros  da  ventilação  pulmonar  e  pressão  arterial  de  um  animal  do  grupo  veículo 
durante  normóxia  normocárbica,  hipercarbia  (5%  CO2)  e  hipóxia  (5%  O2).  Barra 
representa 5 segundos de registro. Insp: inpiração. 
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Todas  as  amostras  analisadas  estatisticamente  passaram  pelo  teste  Kolmogorov‐

Smirnov  de  normalidade. Os  valores  das  variáveis  durante  a  hipercarbia  e  hipóxia  foram 

comparados  ao  seu  valor  controle  (durante  normóxia  normocárbica),  dentro  do mesmo 

grupo  (veículo ou  IBO). Média,  valor mínimo e máximo, desvio‐padrão e erro padrão das 

diferentes  variáveis  ventilatórias  estão  representados  na  Tabela  4.1  (grupo  veículo)  e  4.2 

(grupo IBO). Estes dados estão também representados nos gráficos das Figuras 4.11 e 4.12. 

Não  houve  diferenças  entre  as medidas  realizadas  com  30  e  60 minutos  de  hipóxia  ou 

hipercarbia para nenhuma das variáveis. 

Efeito da hipercarbia: A hipercarbia aumentou o volume corrente do grupo  IBO nas 

medidas  realizadas  com  30  e  60  minutos  de  estímulo  (P=0,00049  em  30  minutos  e 

P=0,00039  em  60 minutos). A  freqüência  respiratória  aumentou  aos  30  e  60 minutos  no 

grupo  veículo  (P=0,00056  em  30 minutos  e  P=0,00018  em  60 minutos)  e  no  grupo  IBO 

(P=0,00016 em 30 e 60 minutos). A ventilação inspirada aumentou durante a hipercarbia em 

ambos os grupos (P=0,0049 em 30 minutos e P=0,00039 em 60 minutos, no grupo veículo; e 

P=0,00016 nas duas medidas no grupo  IBO). A estatística não  foi  realizada para a variável 

“número  de  ventilações  por  episódio”, mas  se  observa  que  a  hipercarbia  aumenta  esta 

variável,  tornando  a  ventilação  contínua  em  alguns  animais.  O  período  de  apnéia  foi 

reduzido apenas no grupo IBO (P=0,02573 em 30 minutos e P=0,00383 em 60 minutos).  

Efeito  da  hipóxia:  A  hipóxia  aumentou  o  volume  corrente  em  ambos  os  grupos 

(P=0,00673 em 30 minutos e P=0,00336 em 60 minutos no grupo veículo; e P=0,00092 em 

30 minutos e P=0,00036 em 60 minutos no grupo IBO). A freqüência respiratória aumentou 

apenas  em  30 minutos,  no  grupo  IBO  (P=0,00733).  A  ventilação  inspirada  aumentou  em 

ambos os grupos (P=0,00116 em 30 minutos e P=0,03646 em 60 minutos no grupo veículo; e 

P= 0,00016 em 30 minutos e P=0,00022 em 60 minutos no grupo IBO). A estatística não foi 

realizada para a  variável  “número de  ventilações por episódio”. O período de apnéia não 

variou em nenhum dos grupos com a hipóxia.  
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4.3.3. Efeito da hipóxia (5% O2) e hipercarbia (5% CO2) nos parâmetros cardiovasculares 

A  Figura  4.10 mostra  registros  pressão  arterial  representativos  de  um  animal  do 

grupo veículo durante normóxia normocárbica, hipercarbia e hipóxia. Média, valor mínimo e 

máximo,  desvio‐padrão  e  erro  padrão  das  diferentes  variáveis  cardiovasculares  estão 

representados na Tabela 3 (grupo veículo) e Tabela 4 (grupo IBO). Estes dados estão também 

representados nos gráficos da Figura 4.13. 

Todas  as  amostras  analisadas  estatisticamente  passaram  pelo  teste  Kolmogorov‐

Smirnov  de  normalidade.  O  valor  das  variáveis  durante  a  hipercarbia  e  hipóxia  foi 

comparado  ao  seu  valor  controle  (durante  normóxia  normocárbica),  dentro  do  mesmo 

grupo. 

Efeito da hipercarbia: a pressão arterial média e a frequência cardíaca não foram alteradas 

pela hipercarbia. 

Efeito da hipóxia: a hipóxia aumentou a frequência cardíaca de ambos os grupos (P=0,00187 

no grupo veículo e P=0,00593 no grupo IBO). A pressão arterial média não foi alterada. 

4.3.4. Efeito da lesão dos núcleos da rafe nos parâmetros ventilatórios 

O valor de cada variável  foi comparado entre os grupos veículo e  lesado dentro de 

cada situação gasosa (normóxia normocárbica, hipóxia ou hipercarbia). Observa‐se que não 

houve  diferença  entre  os  grupos  experimentais  para  nenhuma  das  variáveis  (valores 

representados nas Tabelas 1 e 2 e gráficos das Figuras 4.11 e 4.12). 

4.3.5. Efeito da lesão dos núcleos da rafe nos parâmetros cardiovasculares 

Não  houve  diferença  entre  os  grupos  veículo  e  IBO  para  nenhuma  das  variáveis 

cardiovasculares (valores representados nas Tabelas 4.3 e 4.4 e gráficos da Figura 4.13). 
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Tabela  4.1  – Média,  valor mínimo,  valor máximo,  desvio  padrão  e  erro  padrão  dos  parâmetros 
ventilatórios dos animais do grupo veículo durante normóxia normocárbica, após 30 e 
60 minutos de hipercarbia  (5% CO2), e após 30 e 60 minutos de hipóxia  (5% O2).  rc = 
número de animais que apresentaram respiração contínua, sendo excluídos a análise. 

   
média  mínimo  máximo 

desvio 
padrão 

erro 
padrão 

volume corrente 
(mL BTPS. kg‐1) 

normóxia  7,8607  3,1568  12,09  2,85  0,90 

hipercarbia 30 min  10,77  5,15  17,58  3,74  1,00 

hipercarbia 60 min  10,95  5,58  16,02  3,45  0,92 

hipóxia 30 min  14,60  7,59  26,06  5,59  1,55 

hipóxia 60 min  15,70  6,55  29,01  6,67  1,85 

frequência 
respiratória  
(ciclos. min‐1) 

normóxia  10,56  4,32  17,05  4,46  1,24 

hipercarbia 30 min  50,29  18,32  78,80  17,66  4,42 

hipercarbia 60 min  53,29  28,14  75,00  14,69  3,67 

hipóxia 30 min  11,13  7,78  18,15  3,24  0,84 

hipóxia 60 min  7,97  4,77  12,94  2,23  0,58 

ventilação 
inspirada (mL BTPS. 

kg‐1. min‐1) 

normóxia  73,78  18,59  143,54  36,44  10,52 

hipercarbia 30 min  512,60  92,11  991,82  257,12  64,28 

hipercarbia 60 min  579,57  115,28  1175,05  275,67  68,92 

hipóxia 30 min  165,67  70,12  318,17  78,16  20,18 

hipóxia 60 min  123,01  51,77  245,02  62,50  16,14 

ventilações por 
episódio 

normóxia  3,81  2,09  8,00  1,55  0,43 

hipercarbia 30 min 
rc = 2 

47,10  4,00  157,00  49,06  13,11 

hipercarbia 60 min 
rc = 3 

77,57  8,18  299,00  86,45  23,10 

hipóxia 30 min  9,58  6,22  14,50  2,86  0,74 

hipóxia 60 min  8,43  4,75  15,40  2,55  0,66 

período de apnéia 
(s) 

normóxia  17,40  5,59  31,22  7,69  2,13 

hipercarbia 30 min  5,04  0,00  12,00  3,50  0,88 

hipercarbia 60 min  4,26  0,00  10,50  2,94  0,73 

hipóxia 30 min  43,19  20,13  88,25  17,69  4,57 

hipóxia 60 min  55,59  33,00  83,10  18,19  4,70 
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Tabela  4.2  – Média,  valor mínimo,  valor máximo,  desvio  padrão  e  erro  padrão  dos  parâmetros 
ventilatórios dos animais do grupo  lesado  (IBO) durante normóxia normocárbica, após 
30 e 60 minutos de hipercarbia (5% CO2), e após 30 e 60 minutos de hipóxia (5% O2). rc = 
número de animais que apresentaram respiração contínua, sendo excluídos a análise. 

   
média  mínimo  máximo 

desvio 
padrão 

erro 
padrão 

volume corrente 
(mL BTPS. kg‐1) 

normóxia  9,34  4,40  17,11  3,82  1,15 

hipercarbia 30 min  13,37  9,55  17,38  2,73  0,86 

hipercarbia 60 min  13,64  10,29  18,87  2,76  0,87 

hipóxia 30 min  17,21  10,59  28,90  4,95  1,49 

hipóxia 60 min  18,18  10,09  22,66  3,75  1,13 

frequência 
respiratória  
(ciclos. min‐1) 

normóxia  7,00  2,39  16,28  4,58  1,32 

hipercarbia 30 min  49,83  30,52  66,67  11,73  3,54 

hipercarbia 60 min  53,67  40,80  66,67  8,78  2,65 

hipóxia 30 min  12,19  5,93  19,26  4,22  1,22 

hipóxia 60 min  9,77  6,65  19,26  3,38  0,97 

ventilação 
inspirada (mL BTPS. 

kg‐1. min‐1) 

normóxia  57,93  23,56  99,09  23,43  7,06 

hipercarbia 30 min  650,23  448,91  886,01  156,24  49,41 

hipercarbia 60 min  715,19  474,27  949,39  138,20  43,70 

hipóxia 30 min  202,33  93,35  324,08  64,91  19,57 

hipóxia 60 min  176,12  82,86  324,08  60,57  18,26 

ventilações por 
episódio 

normóxia  4,07  2,42  7,50  1,51  0,43 

hipercarbia 30 min 
rc = 2 

84,52  18,29  196,00  63,04  19,93 

hipercarbia 60 min 
rc = 1 

96,97  23,80  196,00  65,92  20,84 

hipóxia 30 min  9,90  5,67  16,40  3,29  0,95 

hipóxia 60 min  8,53  6,33  15,00  2,31  0,67 

período de apnéia 
(s) 

normóxia  32,20  14,22  52,50  15,16  4,38 

hipercarbia 30 min  8,49  0,00  22,50  7,77  2,34 

hipercarbia 60 min  6,91  2,33  12,33  3,14  0,95 

hipóxia 30 min  38,22  13,00  52,00  11,25  3,25 

hipóxia 60 min  42,82  13,00  70,00  18,57  5,36 
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Figura 4.11 – Volume corrente (VT), freqüência respiratória (FR) e ventilação inspirada (VI) dos grupos 
veículo e  IBO expostos à normóxia normocárbica, 30 e 60 minutos de hipercarbia  (5% 
CO2) e 30 e 60 minutos de hipóxia  (5% O2). Valores apresentados como média + erro 
padrão da média. #  indica efeito da mistura gasosa dentro do mesmo grupo (diferença 
com relação à medida em normóxia normocárbica; MANOVA; P<0,05). Não houve efeito 
do tratamento (lesão com ácido ibotênico). Veículo n=18; IBO n=14. 
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Figura  4.12  – Número de  ventilações por  episódio  e período de  apnéia dos  grupos  veículo  e  IBO 
expostos à normóxia normocárbica, 30 e 60 minutos de hipercarbia (5% CO2) e 30 e 60 
minutos de hipóxia (5% O2). Valores apresentados como média + erro padrão da média. 
#  indica  efeito  da mistura  gasosa  dentro  do mesmo  grupo  (diferença  com  relação  à 
medida  em  normóxia  normocárbica;  MANOVA;  P<0,05).  Não  houve  efeito  do 
tratamento  (lesão  com  ácido  ibotênico).  A  estatística  para  o  parâmetro  número  de 
ventilações por episódio não foi realizada. Veículo n=18; IBO n=14. 
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Tabela  4.3  – Média,  valor mínimo,  valor máximo,  desvio  padrão  e  erro  padrão  dos  parâmetros 
cardiovasculares dos animais do grupo veículo durante normóxia normocárbica, após 60 
minutos de hipercarbia (5% CO2) e 60 minutos de hipóxia (5% O2). 

   
média  mínimo  máximo 

desvio 
padrão 

erro 
padrão 

pressão arterial 
média (mmHg) 

normóxia  23,55  15,00  29,19  3,80  0,95 

hipercarbia  24,86  20,02  32,32  4,33  1,25 

hipóxia  23,58  20,49  30,18  3,06  0,92 

frequência 
cardíaca (bpm) 

normóxia  31,58  17,20  59,49  9,22  2,12 

hipercarbia  34,15  19,40  47,80  8,64  2,40 

hipóxia  38,52  29,70  55,65  7,88  2,63 

 

 

 

Tabela  4.4  – média,  valor mínimo,  valor máximo,  desvio  padrão  e  erro  padrão  dos  parâmetros 
cardiovasculares  dos  animais  do  grupo  IBO  durante  normóxia  normocárbica,  após  60 
minutos de hipercarbia (5% CO2) e 60 minutos de hipóxia (5% O2). 

   
média  mínimo  máximo 

desvio 
padrão 

erro 
padrão 

pressão arterial 
média (mmHg) 

normóxia  20,24  16,17  23,43  2,78  0,98 

hipercarbia  24,24  17,93  34,61  5,24  1,85 

hipóxia  24,53  19,99  28,79  3,01  1,14 

Frequência 
cardíaca (bpm) 

normóxia  30,19  18,16  47,68  8,36  2,64 

hipercarbia  33,06  19,00  58,46  11,37  3,79 

hipóxia  40,74  33,93  46,00  3,61  1,20 
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Figura  4.13  –  Frequência  cardíaca  (FC)  e  pressão  arterial média  (PAM)  dos  grupos  veículo  e  IBO 

expostos à normóxia normocárbica, 60 minutos de hipercarbia (5% CO2) e 60 minutos de 

hipóxia  (5% O2). Valores  apresentados  como média  +  erro padrão da média.  #  indica 

efeito da mistura gasosa dentro do mesmo grupo (diferença com relação à medida em 

normóxia normocárbica; MANOVA; P<0,05). Não houve efeito do tratamento (lesão com 

ácido ibotênico).Veículo n=18; IBO n=14. 
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  No presente trabalho os núcleos da rafe em Rhinella schneideri  foram  localizados e 

identificados  por  meio  da  expressão  de  neurônios  serotoninérgicos.  Considerando‐se  a 

possível  homologia  destes  núcleos  com  os  núcleos  da  rafe  de  mamíferos,  testou‐se  a 

hipótese  de  que  estes  estejam  envolvidos  no  controle  cardiorrespiratório  em  condições 

basais e na resposta à hipóxia e hipercarbia. Os resultados do estudo com Fos indicam uma 

inibição  da  atividade  dos  neurônios  dos  núcleos  bulbares  da  rafe  durante  a  hipóxia  e 

hipercarbia,  enquanto  que  os  resultados  com  lesão  inespecífica  indicam  que  os  núcleos 

magno e pontino da rafe não participam do controle cardiorrespiratório em condições basais 

ou durante a hipóxia e hipercarbia em sapos adulto. 

 

5.1. LOCALIZAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DOS NÚCLEOS DA RAFE 

  Adli et al. (1999) identificaram os núcleos da formação reticular (incluindo os núcleos 

da  rafe)  de  Lithobates  pipiens  com  base  em  imunohistoquímica  para  diferentes 

neurotransmissores e traçadores retrógrados. Os autores observaram que todos os núcleos 

da  rafe  continham neurônios  serotoninérgicos  e que  a maior parte da  serotonina  central 

está concentrada nestes núcleos. Além disso, os autores utilizaram a mesma nomenclatura 

usada para classificar os núcleos da rafe de mamíferos, pois os núcleos se assemelhavam em 

morfologia, conteúdo de neurotransmissor e projeções descendentes. No presente trabalho 

a distribuição de neurônios serotoninérgicos no tronco encefálico de Rhinella schneideri foi 

semelhante com a encontrada por Adli et al. (1999), portanto a mesma nomenclatura para 

os  núcleos  da  rafe  foi  adotada.  Em  três  dos  quatro  níveis  analisados,  os  neurônios 

serotoninérgicos se concentravam apenas junto à linha média, nos núcleos da rafe. No nível 

mesencefálico,  neurônios  serotoninérgicos  foram  também  encontrados  no  teto  óptico  e 

difusos pela  formação reticular. No nível A, a população de neurônios serotoninérgicos  foi 

classificada  como núcleos pálido e obscuro da  rafe; no nível B, núcleo magno da  rafe; no 

nível C núcleos magno e pontino da rafe; e no nível D núcleos dorsal e central superior da 

rafe.  Zhao  e  Debski  (2005),  em  sua  análise  da  formação  reticular  de  L.  pipiens,  porém, 

consideraram os núcleos magno e pontino da rafe como uma única população. Sendo assim, 
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é  possível  que  no  nível  B,  haja  também  a  presença  do  núcleo  pontino  da  rafe.  O  que 

diferencia estes dois núcleos são suas projeções (Adli et al., 1999). 

  Segundo Adli et al. (1999) estudos avaliando projeções para o telencéfalo e cerebelo 

são  ainda  necessários  para  se  confirmar  a  hipótese  de  homologia  entre  os  núcleos  da 

formação reticular de mamíferos e dos demais vertebrados. Entretanto, esta claro que existe 

um padrão de organização das vias descendentes em todos os vertebrados. 

 

5.2. EXPRESSÃO DE C‐FOS NOS NÚCLEOS DA RAFE APÓS HIPERCARBIA E HIPÓXIA 

A expressão do gene c‐fos, por meio da proteína Fos, tem sido utilizada para verificar 

ativação neuronal após diferentes tipos de estímulos. Os estímulos hipóxico e hipercárbico 

induzem  a  expressão  de  Fos  em  diversas  estruturas  do  tronco  encefálico  de mamíferos, 

inclusive  nos  núcleos  da  rafe,  evidenciando  a  participação  desta  estrutura  na modulação 

central destes estímulos (ERICKSON e MILLHORN, 1994; OKADA et al., 2002; TEPPEMA et al., 

1997). O  padrão  de  distribuição  de  Fos  após  estes  estímulos  não  representa,  porém,  de 

maneira  completa  as  consequências  da  hipóxia  e  hipercarbia  nos  neurônios  do  SNC:  a 

expressão  está  condicionada  à  natureza,  duração  e  intensidade  do  estímulo;  neurônios 

inibidos não podem ser visualizados; e alguns neurônios mesmo que ativados não expressam 

Fos (TEPPEMA et al., 1997). 

  A indução da expressão de c‐fos por estímulo sensorial foi demonstrada no encéfalo 

de algumas espécies de anfíbios (LABERGE et al., 2008; TONOSAKI et al., 2004; UBINK et al., 

1997; YAO et al., 2004). Nestes estudos, e no presente, o anticorpo utilizado foi o anti‐Fos (K‐

25:  sc‐253) da marca Santa Cruz Biotechnology, que,  segundo o  fabricante,  tem afinidade 

não só pela proteína Fos, mas pelo produto de todos os genes da família fos: Fos B, Fra‐1 e 

Fra2 de camundongos,  ratos, humanos, Danio  rerio  (peixe Paulistinha) e Xenopus. Com os 

demais anticorpos testados, que apresentam afinidade específica por c‐Fos, não se obteve 

imunorreatividade  adequada. Diferentemente  da  proteína  Fos,  a  proteína  Fra‐1  pode  ser 
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produzida cronicamente em mamíferos, o que possibilita que seja utilizada como marcador 

de inibição neuronal (HOFFMAN et al., 1994).  

O  resultado  do  presente  trabalho  demonstrou  uma  elevada  produção  basal  de 

proteínas Fos‐relacionadas em todos os níveis analisados. Diferentemente do que ocorre em 

mamíferos,  a  distribuição  das  proteínas  Fos‐relacionadas  não  esteve  confinada  a  alguns 

núcleos,  mas  distribuída  por  todo  o  encéfalo,  se  concentrando  nas  regiões  com  maior 

densidade  de  núcleos  (próximo  aos  ventrículos).  Observou‐se  uma  diminuição  na 

imunorreatividade nos núcleos bulbares da rafe após estímulo hipóxico e hipercárbico, que 

poderia ser  interpretado, portanto, como  inibição da atividade neuronal causada por estes 

estímulos em Rhinella schneideri. Não há dados na  literatura sobre as possíveis aferências 

dos quimiorreceptores periféricos de O2 e CO2 aos núcleos da rafe de anfíbios que poderiam 

estar mediando esta  inibição. Por outro  lado, a  inibição poderia ser efeito direto dos gases 

nos núcleos. De fato, Richerson (1995) observou na preparação in vitro com slices do tronco 

encefálico de  ratos, por  registro eletrofisiológico, que  cerca de 15% dos neurônios da RB 

foram  inibidos  pelo  aumento  do  CO2. Apesar  desta  constatação,  os  estudos  com  Fos  em 

mamíferos indicam a ativação dos núcleos da rafe frente à hipercarbia (OKADA et al., 2002; 

TEPPEMA  et  al.,  1997),  que  pode  ser  justificada  pelo  anticorpo  utilizado  não  permitir  a 

visualização de neurônios inibidos. 

O efeito da hipóxia e hipercarbia na expressão de genes fos‐relacionados descrito no 

presente  trabalho  difere  do  encontrado  em  mamíferos,  como  descrito  acima.  As 

comparações, porém, devem ser realizadas com cautela devido às limitações metodológicas 

que esta técnica impõe: (1) Como se trata de uma análise indireta da ativação neuronal, ela 

é dependente da afinidade do anticorpo utilizado para marcação da proteína de  interesse. 

No caso, os anticorpos utilizados nos estudos em mamíferos diferem do anticorpo utilizado 

no  presente  estudo.  (2)  O mesmo  tempo  e  intensidade  de  estímulos  podem  ter  efeitos 

diferenciados  na  expressão  de  c‐fos  nos  dois  grupos  de  animais.  (3)  Cobelis  et  al.  (1999) 

sugerem que em animais silvestres, o confinamento por si pode influenciar na expressão de 

c‐fos  no  encéfalo,  como  influencia  outras  atividades  neuronais.  (4)  Ainda,  Cobelis  et  al. 

(1999), demonstraram que a produção crônica de Fos no encéfalo de Rana esculenta variou 

ao  longo do ano, sendo mais pronunciada durante a estação reprodutiva. Os experimentos 
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do presente trabalho foram realizados entre os meses de outubro e abril, que compreende a 

estação reprodutiva da espécie estudada, o que poderia justificar a elevada produção basal 

de  Fos  encontrada.  Tendo  os  experimentos  sido  realizados  em  outra  época  do  ano,  a 

expressão  basal  e  a  resposta  aos  estímulos  poderiam  ter  sido  alteradas.  De  fato,  já  foi 

demonstrado que a sazonalidade afeta as respostas respiratórias à hipóxia e hipercarbia em 

rãs Lithobates castesbeianus (BÍCEGO‐NAHAS e BRANCO, 1999; ROCHA e BRANCO, 1997).  

 

5.3.  PARTICIPAÇÃO  DOS  NÚCLEOS  DA  RAFE  NA  RESPOSTA  VENTILATÓRIA  E 

CARDIOVASCULAR À NORMÓXIA NORMOCÁRBICA, HIPERCARBIA E HIPÓXIA  

  Nesta etapa  foi utilizada a  lesão não‐específica dos neurônios dos núcleos magno e 

pontino  da  rafe  para  se  averiguar  a  participação  destes  núcleos  no  controle 

cardiorrespiratório basal e nas respostas à hipóxia e hipercarbia. 

5.3.1. Lesão dos núcleos da rafe 

Lesões do RaM e RaPn, presentes no nível C, foram realizadas por microinjeção local 

da  neurotoxina  ácido  ibotênico.  Esta  toxina  lesa  neurônios  que  expressam  receptor 

glutamatérgico,  efetuando  a  lesão  sem  especificidade  por  algum  tipo  neuronal.  Esta 

abordagem  tem  sido extensamente utilizada para  se avaliar a participação dos núcleos da 

rafe  na  modulação  da  ventilação  em  situação  de  hipóxia  e  hipercarbia  em  mamíferos 

(HODGES et al., 2004b; GARGAGLIONI et al., 2003; DIAS et al., 2007; DRESHAJ et al., 1998). 

Em anuros esta toxina foi utilizada para se avaliar a participação do núcleo do istmo nestas 

respostas  (GAGAGLIONI  et  al.,  2002).  Os  autores  realizaram  também  uma  análise 

histoquímica  dos  componentes  neuronais  das  células  lesadas,  que  revelou  que  o  ácido 

ibotênico destrói exclusivamente corpos celulares, preservando as fibras de passagem. 
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5.3.2. Parâmetros cardiorrespiratórios basais 

  A ventilação basal  (durante normóxia normocárbica), no grupo veículo,  foi 73,78 ± 

36,74 mL BTPS.kg‐1.min‐1  (média ± desvio padrão). Uma grande variabilidade  individual  foi 

encontrada,  com  valor  mínimo  e  máximo  de  18,59  e  143,54  mL  BTPS.kg‐1.min‐1, 

respectivamente.  Esta  variabilidade  pode  ser  explicada  pelo  fato  (1)  dos  animais  serem 

silvestres, e, portanto, não pertencerem à mesma população; (2) dos animais apresentarem 

pesos que variaram de 120‐240g, apesar de uma análise não ter sido realizada para verificar 

essa possibilidade; e (3) da ventilação ser um parâmetro bastante influenciado pelo nível de 

aclimatação  dos  animais  à  condição  experimental  e  à  permanência  em  cativeiro.  Alguns 

animais  permaneciam  imóveis  durante  todo  o  experimento,  já  outros  se movimentavam 

dentro  da  câmara  experimental  e,  conseqüentemente,  hiperventilavam.  Nesta  mesma 

espécie,  utilizando‐se  também  a  técnica  de medida  de  ventilação  por  pneumotacografia, 

valores basais de ventilação inspirada descritos variam entre 100 mL.kg‐1.min‐1 (valores não 

corrigidos à condição BTPS) (WANG et al., 1994) e aproximadamente 50 mL BTPS.kg‐1.min‐1 

(GARGAGLIONI et al., 2002). 

  No  grupo  veículo,  a  pressão  arterial média  foi  23,55  ±  3,8 mmHg  e  a  frequência 

cardíaca 31,58 ± 3,06 bpm (média ± desvio padrão). Na mesma espécie estudada, durante a 

primavera, a 25° C, Glass et al. (1997) descreveram a pressão arterial média de 26,5 mmHg e 

a  frequência  cardíaca  de  35,2  bpm, mostrando  que  os  dados  obtidos  estão  de  acordo  o 

descrito na literatura. 

5.3.3. Efeito da lesão dos núcleos da rafe na resposta cardiorrespiratória basal 

  Os  parâmetros  cardiorrespiratórios  não  variaram  entre  os  grupos  veículo  e  IBO 

durante normóxia normocárbica,  sugerindo que os núcleos magno e pontino da  rafe não 

participam  do  controle  ventilatório  e  cardiovascular  em  condições  basais.  De  maneira 

similar, a estimulação química e elétrica do RaM na preparação in vitro do tronco encefálico 

de  rãs  adultas  não  teve  efeito  nos  parâmetros  ventilatórios  (BELZILE  et  al.,  2007).  Em 

mamíferos os núcleos da rafe bulbar, quando ativados química ou eletricamente, promovem 
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a estimulação ou inibição da ventilação, de acordo com o local exato de estimulação (CAO et 

al.,  2006a).  A  lesão  inespecífica  ou  específica  (neurônios  serotoninérgicos)  do  RaM  em 

mamíferos não causou, porém, alterações na ventilação (DIAS et al., 2007; GARGAGLIONI et 

al., 2003; HODGES et al., 2004b; TAYLOR et al., 2004, 2006), o que sugere que estes núcleos 

não tem papel tônico no controle da ventilação. De maneira similar, os núcleos bulbares da 

rafe  não  participam  do  controle  cardiovascular  basal  em mamíferos  (CAO  e MORRISOM, 

2003). 

5.3.4. Efeito da hipóxia sobre os parâmetros cardiorrespiratórios 

Os  grupos  veículo  e  IBO  apresentaram  um  aumento  da  ventilação  pulmonar  e  da 

frequência cardíaca em resposta à hipóxia aérea. 

Diversos trabalhos  já descreveram o aumento da ventilação pulmonar em sapos do 

gênero  Rhinella  frente  ao  estímulo  hipóxico  (GARGAGLIONI  et  al.,  2002; GARGAGLIONI  e 

BRANCO, 2003; KRUHOFFER et al., 1987; SMATRESK e SMITS, 1991; WANG et al., 1994). Esta 

hiperventilação  é  induzida  pela  ativação  de  quimiorreceptores  periféricos  localizados  no 

sistema vascular e cuja informação ascende para o SNC. Na mesma espécie estudada, 5% de 

O2 no ar  inspirado, por 30 minutos, provoca uma queda da PaO2 de 76,55 mmHg para 30 

mmHg  (WANG  et  al.,  1994).  Os  resultados  demonstram  que  o  aumento  da  ventilação 

pulmonar no grupo veículo e IBO durante a exposição à hipóxia foi causado por aumento do 

VT em ambos os grupos, enquanto que a FR  só  foi alterada na medida em 30 minutos no 

grupo  IBO.  Estudos  prévios  descreveram  a  hiperventilação  induzida  por  hipóxia  também 

causada pelo aumento no VT  (GARGAGLIONI et al., 2002; GARGAGLIONI e BRANCO, 2000). 

Dentro de um mesmo grupo, os parâmetros ventilatórios medidos em 30 e em 60 minutos 

de  exposição  não  variaram,  evidenciando  que  as  alterações  ocorridas  nos  primeiros  30 

minutos se estabilizam pelos próximos 30 minutos de estímulo. 

Os ajustes cardiovasculares à hipóxia promovem um aumento da frequência cardíaca 

e do fluxo pulmocutâneo, com redução do shunt da direita para a esquerda, provavelmente 

mediado  por  inibição  do  vago  no  coração  e  artéria  pulmonar,  em  Rhinella  marina 

(ANDERSEN et al., 2003). De maneira similar, Wang et al. (1994) observaram um aumento da 
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frequência cardíaca após 30 minutos de hipóxia (5% O2). No presente trabalho, observou‐se 

um  aumento  da  FC  em  ambos  os  grupos,  sem  alteração  da  pressão  arterial  média 

corroborando os estudos de Andersen et al. (2003) e Wang et al. (1994). 

5.3.5. Efeito da hipercarbia sobre os parâmetros ventilatórios 

Durante  a  hipercarbia,  quimiorreceptores  de  CO2  presentes  nas  vias  aéreas  no 

labirinto carotídeo e arco aórtico e no SNC central são estimulados (revisado por MILSOM, 

2002). A resposta geral do animal é uma hiperventilação, sendo que os quimiorreceptores 

centrais são responsáveis por promover 80% desta resposta (BRANCO et al., 1992). 

Animais  dos  grupos  veículo  e  IBO  apresentaram  aumento  da  VI  em  resposta  à 

hipercarbia.  No  grupo  veículo  este  aumento  ocorreu  por  um  aumento  apenas  da  FR, 

enquanto no grupo IBO o aumento ocorreu na FR e no VT. Em animais controle, Gargaglioni 

et  al.  (2002)  descreveram  que  a  hiperventilação  induzida  por  hipercarbia  resultou  de 

aumento apenas do VT. Animais controle dos estudos de Branco et al. (1992) e Noronha‐de‐

Souza et al.  (2006) hiperventilaram por aumento do VT e da  FR. Estes dados demonstram 

que,  apesar  da  diferença  encontrada,  os  animais  do  grupo  veículo  ou  IBO  apresentaram 

respostas que seriam similares à dos animais controle de estudos anteriores, sugerindo que 

a resposta diferenciada não estaria relacionada ao tratamento  (lesão dos núcleos da rafe). 

Como o ocorrido durante a hipóxia, os parâmetros  ventilatórios medidos em 30 e em 60 

minutos de exposição não variaram dentro de cada grupo, evidenciando que as alterações 

ocorridas nos primeiros 30 minutos se estabilizam pelos próximos 30 minutos. 

O aumento da FR  foi  refletido nos parâmetro do padrão ventilatório. A hipercarbia 

aumentou  o  número  de  ventilações  por  episódio,  tornando  a  ventilação  contínuo  em  3 

animais do  grupo  veículo e 2 do  grupo  IBO. O período de  apnéia  foi  reduzido  apenas no 

grupo IBO. 
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5.3.6. Efeito da lesão dos núcleos da rafe 

A  lesão dos neurônios dos núcleos magno e pontino da rafe não teve efeito sobre a 

resposta  ventilatória  e  cardiovascular  à  hipóxia,  evidenciando  que  estes  núcleos  não 

participam da resposta hiperventilatória e de aumento da  frequência cardíaca em Rhinella 

schneideri. Em mamíferos, estudos com a proteína Fos mostram que a rafe bulbar é ativada 

por hipóxia (ERICKSON e MILLHORN, 1994). A ativação química do RaM é capaz de reduzir a 

ativação do NTS causada pelo quimiorreflexo periférico  (PEREZ e RUIZ, 1995). De maneira 

similar, a ativação química do RaO causa a  liberação de serotonina no NTS, que é capaz de 

reduzir a  resposta cardiovascular  induzida por hipóxia  (WEISSHEIMER e MACHADO, 2007). 

Corroborando estes estudos, ratos com  lesão não‐específica do núcleo magno da rafe com 

ácido  ibotênico  apresentam  uma  resposta  à  hipóxia  aumentada,  o  que  sugere  que  estes 

núcleos teriam um papel inibitório na hiperventilação induzida por hipóxia (GARGAGLIONI et 

al., 2003). 

Os  parâmetros  cardiorrespiratórios  não  variaram  entre  os  grupos  veículo  e  IBO 

durante a hipercarbia, o que sugere, portanto, que os núcleos magno e pontino da rafe não 

participam da resposta hiperventilatória induzida por hipercarbia. Já em mamíferos, diversas 

abordagens  experimentais,  como  lesão  não‐específica  e  específica,  inibição  por muscimol 

dos  neurônios  da  rafe  bulbar,  e  desenvolvimento  de  ratos  transgênicos  com  ausência  de 

serotonina central, confirmam o papel excitatório dos núcleos bulbares da rafe na resposta 

ao CO2  inspirado  (ver  introdução). Utilizando  a mesma  abordagem  experimental  utilizada 

neste  trabalho,  com  lesão  do  núcleo magno  da  rafe  por meio  de microinjeção  de  ácido 

ibotênico,  Dias  et  al.  (2007)  observaram  uma  diminuição  na  resposta  hiperventilatória  à 

hipercarbia 6 dias após a lesão. Por outro lado, Hodges et al (2004b) observaram que, 7 dias 

após a  lesão da RB  com ácido  ibotênico, a  resposta à hipercarbia de  carneiros acordados 

retornou  aos  valores  pré‐lesão,  ressaltando  um  possível mecanismo  de  plasticidade  que 

ocorre  no  SNC  e  que mantém  a  resposta  normal  à  hipercarbia. No  presente  trabalho,  o 

experimento  para  avaliar  a  resposta  cardiorrespiratória  à hipóxia  e  hipercarbia  ocorreu  7 

dias  após  a  lesão.  Um  mecanismo  de  plasticidade  pode  ter  ocorrido  no  modelo 

experimental, o que justificaria a ausência de efeito da lesão observada. Mas experimentos 
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avaliando a resposta à hipóxia e hipercarbia ao longo destes 7 dias seriam necessários para 

se confirmar esta hipótese. 

5.3.7. Quimiorrecepção central 

Em mamíferos os quimiorreptores centrais estão amplamente distribuídos, em locais 

como os núcleos da rafe, o Locus coeruleus, o núcleo retrotrapezóide e o NTS. Estes  locais, 

além  de  modularem  a  resposta  à  hipercarbia,  tem  quimiossensibilidade  intrínseca  ao 

CO2/pH (NATTIE, 1999). Lesão seletiva dos neurônios catecolaminérgicos do Locus coeruleus 

em  sapos  e  ratos  atenuou  a  resposta  hiperventilatória  induzida  por  hipercarbia, 

evidenciando  que  este  núcleo  está  envolvido  nesta  resposta  em  ambos  os  grupos 

(NORONHA‐DE‐SOUZA et al., 2006; BIANCARDI et al., 2008). Além disso, Noronha‐de‐Souza 

et  al.  (2006)  demonstraram  que  o  Locus  coeruleus  de  sapos  é  também  um  local  de 

quimiorrecepção central. Com este dado, surgiu a hipótese de que a ampla distribuição de 

quimiorreceptores  centrais observada em mamíferos poderia  também  ser encontrada nos 

anfíbios. O  presente  estudo,  porém,  sugere  que  os  núcleos  da  rafe  de  sapos  não  sejam 

quimiorreceptores centrais, por não participarem da  resposta à hipercarbia, apesar de um 

protocolo específico para se avaliar a quimiossensibilidade não ter sido realizado. O fato de 

nem  todos  os  núcleos  de  quimiorrecepção  central  presentes  em  mamíferos  estarem 

também  presentes  em  um  grupo  basal  de  tetrápodes,  como  os  sapos,  corrobora  uma 

hipótese discutida por Nattie (1999). Nesta revisão o autor sugere que eventos ocorridos na 

evolução dos mamíferos impuseram novas demandas ao sistema de controle da ventilação, 

que  poderiam  estar  relacionadas  ao  surgimento  de  novos  sítios  de  quimiossensibilidade 

central. Estes eventos seriam (1) a evolução da respiração aquática para a respiração aérea, 

já  que  quimiorreceptores  centrais  não  são  descritos  em  peixes  de  respiração  aquática 

exclusiva  e  este  evento  alterou  o  sistema  de  controle  da  ventilação  que  passou  a  ser 

controlado  pelo  CO2;  (2)  o  desenvolvimento  da  endotermia,  que  está  relacionado  ao 

aumento  da  taxa  metabólica  e  surgimento  da  ventilação  pulmonar  contínua;  e  (3) 

surgimento do sono característico dos endotérmicos, em que há diminuição do metabolismo 

e da atividade do SNC. De  fato, a atividade dos quimiorreceptores  centrais de mamíferos 

varia de acordo com o estado de alerta. 
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  No presente trabalho, por meio de imunohistoquímica para 5‐HT, os núcleos da rafe 

foram localizados e identificados no encéfalo de Rhinella schneideri. Por meio da redução da 

imunorreatividade  às  proteínas  Fos‐relacionadas,  concluiu‐se  que  os  núcleos  bulbares  da 

rafe  são  inibidos  após  estímulo  hipóxico  e  hipercárbico. O mecanismo  de  inibição  destes 

núcleos não é conhecido, mas poderia  ser diretamente, pela queda da PO2 e aumento da 

PCO2/pH,  ou  por  sinapses.  Apesar  desta  inibição,  o  estudo  com  lesão  não‐seletiva  dos 

neurônios  dos  núcleos  magno  e  pontino  da  rafe  indicou  que  estes  não  participam  do 

controle  cardiorrespiratório  em  condições  basais  ou  durante  a  resposta  à  hipóxia  e 

hipercarbia em sapos adultos. 

  É  importante  ressaltar  que  estas  conclusões  são  válidas  apenas  para  indivíduos 

adultos.  Durante  a  fase  aquática  larval  o  sistema  de  controle  cardiorrespiratório  se 

assemelha ao dos peixes, sofrendo uma grande transformação durante a metamorfose (JIA e 

BURGGREN, 1997; TORGERSON et al., 1997). A estimulação química e elétrica da rafe bulbar 

na  preparação  in  vitro  do  tronco  encefálico  de  L.  catesbeianus  estimula  a  ventilação 

pulmonar fictícia apenas em girinos pré‐metamórficos, não tendo efeito em adultos (BELZILE 

et al., 2007). Não se pode descartar a hipótese de que os núcleos da rafe participariam das 

respostas cardiorrespiratórias à hipóxia e hipercarbia durante o desenvolvimento. 
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NÚMERO DE CATÁLOGO DOS PRODUTOS QUÍMICOS  

E IMUNOBIOLÓGICOS UTILIZADOS 

 

Anticorpo anti‐c‐Fos (Ab‐5) (4‐17) produzido em coelho: produto nº PC38, Calbiochem, 
San Diego, CA, USA. 

Anticorpo  anti‐Fos  (4)  produzido  em  coelho:  produto  nº  SC‐52,  Santa  Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 

Anticorpo  anti‐Fos  (k‐25)  produzido  em  coelho:  produto  nº  cs‐253,  Santa  Cruz 
Biotechnology. 

Anticorpo  biotinilado  anti‐imunoglobulina  G  (anti‐IgG)  de  coelho  produzido  em 
carneiro: produto nº BA‐1000, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA. 

Anticorpo anti‐IgG de coelho produzido em carneiro: produto nº R3631, Sigma‐Aldrich. 

Anticorpo anti‐serotonina produzido em carneiro: produto nº 20079, ImmunoStar Inc., 
Hudson, WI, USA. 

Anticorpo anti‐serotonina produzido em coelho: produto nº S5545; Sigma‐Aldrich. 

Anticorpo anti‐triptofano hidroxilase produzido em  camundongo: produto nº T0678, 
Sigma‐Aldrich. 

Diaminobenzidina (DAB): produto nº D8001, Sigma‐Aldrich. 

Kit ABC Vectastain: produto nº PK‐4000, Vector Laboratories. 

Peroxidase anti‐peroxidase (PAP): produto nº P1291, Sigma‐Aldrich. 

Tricaina metano sulfonato (MS‐222): produto nº E‐10521, Sigma‐Aldrich, St Loius, MO, 
USA. 
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