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> Les progres médicaux permettent la survie de
bébés nés a des stades de prématurité de plus en
plus précoces. Ces nouveau-nés requierent des
soins sophistiqués et coliteux afin de pallier leur
immaturité respiratoire. Avec les complications
liées au développement pulmonaire, I'instabilité
respiratoire et les apnées associées a I'immatu-
rité des circuits nerveux produisant la commande
respiratoire constituent des causes importantes
d’hospitalisation et de morbidité dans cette
population des plus vulnérables. Ces impératifs
médicaux, combinés a la curiosité des physiolo-
gistes, ont contribué a 'essor de la recherche en
neurobiologie respiratoire. Bien que la majorité
des travaux effectués dans ce domaine utilisent
les rongeurs pour modéles expérimentaux, de
récentes recherches effectuées a partir du tronc
cérébral isolé provenant du ouaouaron (Rana
catesbeiana) ont révélé les avantages tech-
niques de ce modele animal, tout en démontrant
que les principes fondamentaux régissant le
fonctionnement et le développement du systeme
de controle de la respiration sont trés semblables
entre ces deux groupes de vertébrés. Cet article
propose un survol des récentes avancées de cette
aire de recherche en portant une attention parti-
culiere a la respiration épisodique, ainsi qu’au
role de la modulation sérotoninergique et
GABAergique de Iactivité respiratoire au cours du
développement. <
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nouveaux habitats et a

favorisé I"apparition

de nouvelles especes. Malgré la distance phylogéné-
tique entre les premiers amphibiens ayant eu recours a
la respiration aérienne et les humains, tous ces groupes
doivent contréler leur niveau de ventilation pulmonaire
afin d’assurer "lhoméostasie des gaz respiratoires san-
guins (0, et C0,). Le systéme de contrdle de la ventila-
tion requiert des structures sensorielles périphériques,
ainsi que des mécanismes intégrateurs et effecteurs
situés dans le systeme nerveux central. Au cours de
I’ontogénie, leur mise en place a lieu de concert avec le
développement pulmonaire, selon une séquence pré-
cise, afin d’assurer le succes de la transition de la vie
« aquatique » au milieu aérien, tant chez "lhomme que
chez "amphibien.

<« S'il fallait tenir compte des services rendus a la
science, la grenouille occuperait la premiére place s
Claude Bernard (1813-1878)

L'émergence de la respiration aérienne fut une étape
marquante dans I’évolution des vertébrés. Au fil des
millénaires, leur passage du milieu aquatique au milieu
aérien plus riche en oxygeéne leur a permis d’exploiter de
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Chez le feetus humain, diverses méthodes d’imagerie par
ultrasons ont démontré que les premiers mouvements
respiratoires peuvent étre détectés dés la 11° semaine
de gestation [1, 2]. Ace stade, les mouvements respira-
toires feetaux sont irréguliers et épisodiques. Bien qu’ils
ne participent aucunement aux échanges gazeux, ces
mouvements respiratoires contribuent au développe-
ment pulmonaire et au fagonnement des connexions
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synaptiques qui constitueront les circuits respiratoires.
La fréquence des mouvements respiratoires foetaux aug-
mentera au cours de la gestation et deviendra continue
et rythmique a la naissance [1-3]. Par conséquent, le
profil respiratoire d’un prématuré sera souvent épiso-
dique, et I'importance de cette irrégularité sera déter-
minée par I’dge auquel le développement in utero est
interrompu.

Approches expérimentales en neurobiologie
respiratoire du développement

Une proportion importante des progres scientifiques est
attribuable aux nombreuses recherches effectuées sur des
mammiferes. Au cours des derniéres décennies, bon
nombre de scientifiques ont notamment fait progresser
nos connaissances dans le domaine de la neurobiologie
respiratoire de fagon substantielle en ayant recours a des
modeles expérimentaux tels que la souris, le rat, le chat
et le mouton. Cependant, les chercheurs utilisant ces
modeles doivent faire face a des contraintes tout aussi
diverses que complexes: a titre d’exemple, I'enregistre-
ment de 'activité respiratoire in utero chez I’agneau
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Figure 1. Préparation de tronc cérébral isolé in vitro pour les
enregistrements électrophysiologiques de ’activité respira-
toire chez Rana catesbeiana. Le cerveau est disséqué et sec-
tionné rostralement devant le tectum optique et caudalement
au début de la moelle épiniére. Le tronc cérébral est placé
dans une chambre d’enregistrement, maintenue a température
ambiante, ol il baigne dans un tampon oxygéné dont la com-
position ionique et nutritive est similaire a celle du liquide
céphalorachidien. Pour les enregistrements extracellulaires,
des électrodes a succion sont placées sur les nerfs craniens V
(trijumeuu) et X (vugue), dont certaines branches innervent
les muscles sollicités dans la production de I’activité respira-
toire. Les enregistrements électrophysiologiques présentés
illustrent P'activité respiratoire épisodique produite par une

préparation provenant d’une grenouille adulte.
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requiert des interventions chirurgicales importantes sou-

tenues par des infrastructures colteuses.

’étude des circuits nerveux régissant I'activité respira-

toire peut aussi étre conduite de facon plus directe et a

un niveau organisationnel réduit par le biais d’enregistre-

ments électrophysiologiques in vitro sur le tronc cérébral isolé. Cette
technique, d’abord développée en 1931 a partir de I'encéphale de poisson
rouge [4], consiste & isoler le tronc cérébral de I"animal pour le placer
ensuite dans une chambre d’enregistrement ou le tissu baigne dans une
solution oxygénée dont la composition ionique et nutritive s’apparente
au liquide céphalorachidien. Il est donc possible d’étudier I’activité des
neurones respiratoires de facon systématique grace a des enregistre-
ments intra- ou extracellulaires, selon le type d’étude. Aujourd’hui,
beaucoup de chercheurs utilisent le tronc cérébral isolé provenant de rats
nouveau-nés [5]. €n revanche, I'absence de perfusion via le réseau vas-
culaire est un facteur limitant I'intérét de cette préparation, puisque
I'apport en oxygéne et I’élimination des déchets métaboliques (C0,/H")
ne s’effectuent que par diffusion. Il est donc possible qu’au fil du temps,
la lenteur de cette diffusion provoque une hypoxie et/ou une acidose tis-
sulaire perturbant le fonctionnement des neurones respiratoires. L'acti-
vité respiratoire produite par ces préparations demeure toutefois stable
pendant plusieurs heures, a condition que le tronc cérébral soit maintenu
a une température plus basse que la normale, soit entre 25° et 28°C, et
provienne d’animaux nouveau-nés chez lesquels la tolérance des circuits
nerveux a I’hypoxie est plus grande. Malgré le raffinement de cette
approche (utilisation de tranches, par exemple), bon nombre de ces
contraintes demeurent, imposant ainsi la nécessité d’une approche
expérimentale alternative et complémentaire.

Comme tous les ectothermes, les grenouilles manifestent une tolérance
a ’hypoxie et a I’acidose grandement supérieure a celle des rongeurs et
ce, quel que soit leur dge. De plus, la température ambiante (~20°C)
est une température physiologiquement normale chez la grenouille. Par
conséquent, la viabilité de I’activité respiratoire produite par les pré-
parations in vitro provenant de Rana catesbeiana est remarquable,
puisque celle-ci peut se maintenir pendant plusieurs jours. €n bref, la
simplicité et la robustesse du systéme nerveux central de cette espece
permettent la réalisation d’études ne pouvant pas étre menées chez les
mammiferes. Au-dela de ces considérations techniques, les résultats
ont démontré que, malgré les différences propres a la mécanique res-
piratoire, les structures et les principes fondamentaux du controle de
la respiration ont été conservés au cours de I’évolution.

Production du rythme respiratoire au cours du développement

Le rythme respiratoire des mammiferes est produit par un groupe de
neurones situé dans le tronc cérébral au niveau du complexe pré-Bot-
zinger [6]. Les mécanismes de fonctionnement de ces circuits demeu-
rent un sujet controversé, selon que 'on considére que ces neurones
produisent le rythme respiratoire par le biais d’un réseau d’interac-
tions inhibitrices, ou plutdt par 'entremise de leurs propriétés ryth-
mogéniques intrinseques (pacemaker), ou bien encore selon une com-
binaison de ces deux hypothéses [7].
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A cet égard, les récentes études in vitro menées sur le
tronc cérébral isolé de tétard (Figure 1) ont permis
d’effectuer des avancées importantes, puisque ce
modele permet des études électrophysiologiques a tous
les stades de développement. Les premiers mouvements
destinés a utiliser I"air comme substrat respiratoire apparaissent spo-
radiquement chez le tétard prémétamorphique: a ce stade, la contri-
bution des poumons en développement au processus respiratoire est
encore négligeable. L'activité respiratoire augmentera progressive-
ment @ mesure que les branchies disparaftront lors de la métamor-
phose [8, 9]. Les études électrophysiologiques suggérent que le fonc-
tionnement des neurones produisant le rythme respiratoire subit
d’importants changements au cours du développement, progressant
d’une action pacemaker vers un processus d’action en réseau requé-
rant inhibition synaptique [10]. Cette transition, bien qu’elle sur-
gisse tot dans le développement de cet animal, demeure une étape
fondamentale de la maturation des circuits respiratoires; d’ailleurs,
elle a aussi été observée chez le feetus de rats [11, 12].
Outre des modifications survenant au sein de I"organisation des neurones
responsables du rythme respiratoire, plusieurs familles de neurotrans-
metteurs (acides aminés, monoamines) modulant cette activité subis-
sent d’importants changements au cours du développement, contribuant
ainsi & la maturation du systéme de contrdle de la respiration [12, 13].
La réorganisation de la neurotransmission inhibitrice GABAergique
contribuerait a ’émergence de la respiration aérienne puisque, dans des
préparations in vitro provenant de jeunes tétards, 'inactivation pharma-
cologique des récepteurs GABA; permet d’observer la commande motrice
produisant la respiration pulmonaire a des stades précoces ot la respira-
tion branchiale prédomine [14]. Ces résultats suggérent que les méca-
nismes amorgant la respiration pulmonaire sont fonctionnels a des
stades trés jeunes, mais que leur expression dépend du retrait d’une
influence inhibitrice dont P'origine demeure encore inconnue [15].
Notre laboratoire a récemment étudié le rdle de la
modulation sérotoninergique sur la maturation de "ac-

Respiration épisodique

La nature épisodique ou intermittente de I'efflux moteur
respiratoire est une caractéristique de I’activité produite
par le tronc cérébral isolé d’amphibien (Figure 1). Il est
important de mentionner que la respiration épisodique ne
reflete pas nécessairement un fonctionnement anormal du
systeme de contrdle de la respiration, mais plut6t une pro-
priété fondamentale des circuits respiratoires des verté-
brés. Ce profil respiratoire, couramment observé chez les
amphibiens et les reptiles, de méme que chez certaines
especes de mammiféres soumises a des réductions méta-
boliques importantes (hibernation), répond de facon adé-
quate a la diminution des besoins d’échanges gazeux [19,
20]. La respiration épisodique n’est pas un artéfact expé-
rimental, puisque I'encéphale isolé de la grenouille produit
une commande respiratoire pratiquement identique au
profil observé chez I'animal intact [21]. La respiration
épisodique est aussi observée dans les préparations in
vitro provenant de rongeurs au stade feetal ou nouveau-
nés [13].

La similitude entre ce profil de respiration épisodique
chez I'amphibien et celui observé chez le nouveau-né
prématuré est remarquable (Figure 2) et indique que ce
modeéle expérimental offre une excellente approche pour
I’étude de la respiration épisodique du prématuré, un
type d’irrégularité respiratoire pouvant occuper jusqu’a
20% du temps de sommeil dans cette population [22].
Les résultats d’études effectuées chez le feetus
d’agneau comme chez la grenouille suggeérent qu’une
déficience globale de I'activation des circuits respira-
toires est a la base de ce profil respiratoire irrégulier,

tivité respiratoire. Nos résultats indiquent que I'effet
qu’exerce la sérotonine (5HT) sur la commande respira-
toire varie de fagon substantielle au cours du dévelop-
pement [16, 17]. Dans ’encéphale isolé provenant de
tétards prémétamorphiques, I’activation chimique ou
électrique du noyau raphé dorsal, qui abrite un des

Impédance . i
(unités arbitraires)

Prématuré
(37 semaines de gestation)

Grenouille adulte

principaux groupes de neurones sérotoninergiques,
augmente le nombre de respirations pulmonaires. €n
revanche, 'activation de ces mémes neurones dans des
préparations provenant d’animaux plus matures a peu
d’effet ou inhibe la respiration pulmonaire. Ces résul-
tats suggerent que la modulation sérotoninergique de
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(in vivo)
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I"activité respiratoire s’estompe au cours du dévelop-
pement, au fur et a mesure que la respiration aérienne
prend de "importance [18]. Il est possible qu’une inter-
action entre ces deux types de neurotransmission (5-HT
et GABA) joue un rdle important dans I’émergence et la
maturation de la respiration aérienne.
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Figure 2. Comparaison entre le profil respiratoire épisodique enregistré chez un
prématuré né a 37 semaines de gestation (tracé supérieur) et activité enregis-
trée chez une grenouille adulte. 'activité respiratoire a été enregistrée par
impédance dans la cage thoracique chez ’homme; chez la grenouille, un
cathéter a été inséré a I'intérieur de la cavité buccale afin de mesurer les

modifications de pression liées a la ventilation pulmonaire.



puisqu’une stimulation accrue par I’hypercapnie (augmentation
de la PCO,) donne un profil respiratoire quasi continu ol la
durée des apnées est grandement réduite [21, 23, 24]. Nos
études ont démontré que, chez la grenouille adulte, la région
mésencencéphalique de I'isthme joue un réle critique dans la
production du profil respiratoire épisodique. &n effet, I'inacti-
vation ou I"ablation chimique de ces neurones a pour résultat un
profil respiratoire lent, sans épisodes, peu sensible a I’hyper-
capnie, et donc comparable a celui observé chez des tétards
prémétamorphiques (Figure 3) [25]. La fonction et le caractére
neurophysiologique de ces neurones demeurent inexplorés.

Les mécanismes responsables de ce profil respiratoire sont
peu connus. Toutefois, la neurotransmission GABAergique
jouerait un rdle important dans ce type de respiration, car I’acti-
vation des récepteurs GABA; par I"application de I'agoniste
«baclofen» sur le tronc cérébral isolé convertit un profil respira-

toire épisodique en un profil régulier et continu,

sans pour autant en changer la fréquence respira-

toire [26]. Chez 'animal entier, un tel change-

ment de profil respiratoire réduirait les oscilla-

tions de la PO, et de la PCO, artérielles de fagon

substantielle. Les mécanismes contrdlant I"acti-

vation de ce signal GABAergique constituent des pistes de
recherche prometteuses.

Conclusions

A la lumiére des récents résultats indiquant que les diverses
étapes du développement périnatal des circuits respiratoires
des rongeurs sont comparables a celles observées chez Rana
catesbeiana, il est clair que les processus neurobiologiques liés
a la maturation de ce systéeme homéostatique vital ont été tres
conservés au cours de
I’évolution des vertébrés.
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Par conséquent, les
A études effectuées chez
les amphibiens devraient
contribuer a accroitre les
connaissances en neuro-
biologie respiratoire, afin
de développer de nou-
velles thérapies facilitant
la maturation de la com-
mande respiratoire et la
réduction de la fréquence
des apnées chez les nou-
'I J ' veau-nés. ¢
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Figure 3. Effets de micro-injections bilatérales dans le noyau isthmique sur [’activité respiratoire fictive produite
par une grenouille adulte décérébrée, paralysée et artificiellement ventilée. A. Les enregistrements électrophy-
siologiques de I’activité du nerf trijumeau démontrent que I'injection d’une solution témoin (saline) n’affecte
pas I'activité respiratoire (expérience témoin). B. L'enregistrement suivant démontre le changement de fré-
quence et de profil respiratoire produit par I'inactivation de cette région par le biais de micro-injections bilaté-
rales de lidocaine dans le noyau isthmique. C. Ces enregistrements présentent 'activité respiratoire avant
(gauche) et 20 minutes apres (droite) les Iésions bilatérales du noyau isthmique par le biais de micro-injections
d’acide kainique (4,7 mM). Contrairement aux précédents, ces derniers enregistrements ont été obtenus en
conditions hypercapniques (3,5% de C0,): ils démontrent que la grenouille produit un profil respiratoire quasi

continu lors de I"exposition a un stimulus respiratoire, et que le noyau isthmique entre en jeu dans la détection

du CO,/H* (d’apres [25]).
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SUMMARY

Amphibians as a model system for the investigation

of respiratory control development

Recent medical advances have made it possible for babies to
survive premature birth at increasingly earlier developmental
stages. This population requires costly and sophisticated medi-
cal care to address the problems associated with immaturity of
the respiratory system. In addition to pulmonary complications,
respiratory instability and apnea reflecting immaturity of the
respiratory control system are major causes of hospitalization
and morbidity in this highly vulnerable population. These medi-
cal concerns, combined with the curiosity of physiologists, have
contributed to the expansion of research in respiratory neuro-
biology. While most researchers working in this field commonly
use rodents as an animal model, recent research using in vitro
brainstem preparation from bullfrogs (Rana catesbeiana) have
revealed the technical advantages of this animal model, and
shown that the basic principles underlying respiratory control
and its ontogeny are very similar between these two groups of
vertebrates. The present review highlights the recent advances
in the area of research with a focus on intermittent (episodic)
breathing and the role of serotonergic and GABAergic modula-
tion of respiratory activity during development. ¢
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