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RÉSUMÉ 

L'enfant prématuré présente à la naissance un système nerveux immature le 

prédisposant à des troubles de la respiration tels que l'apnée, caractérisée par un arrêt de la 

respiration. Les apnées sont traitées en clinique avec de la caféine qui peut être administrée 

pendant plusieurs semaines. Ce traitement est sûr et efficace et ne présente pas à court 

terme d'effets secondaires notables. Cependant, les effets à long terme sur le 

développement des fonctions nerveuses ont peu été étudiés. L'objectif de cet ouvrage est de 

déterminer, à l'aide d'un modèle animal, les conséquences d'un traitement néonatal à la 

caféine similaire à celui utilisé en clinique (NCT, 15 mg/kg/jour du 3 c m c au 1 2 c m c jour 

suivant la naissance) sur le contrôle respiratoire, la fonction cardiovasculaire et la 

régulation du sommeil des rats juvéniles et/ou adultes. 

Les deux premières études de cet ouvrage montrent que le NCT accentue la réponse 

ventilatoire à l'hypercapnie du rat juvénile en modifiant la fonction du récepteur Ai de 

l'adénosine. Elles démontrent également que le NCT altère le patron respiratoire du rat 

adulte et que cet effet est observé chez le mâle uniquement. La troisième étude montre que 

le NCT augmente l'activité respiratoire du nerf phrénique et modifie l'activité cardiaque en 

hypercapnie chez le rat adulte anesthésié. La quatrième étude s'intéresse à la réponse à 

l'hypoxie et montre que le rat adulte NCT présente une fréquence respiratoire plus élevée 

en réponse à l'hypoxie que le rat contrôle; un effet en partie dû à une surexpression du 

récepteur A2A de l'adénosine dans les corps carotidiens. La cinquième étude montre qu'en 

plus de présenter une ventilation plus élevée que le rat contrôle, le rat NCT a un sommeil 

plus court et plus fragmenté. 

Les travaux de cet ouvrage démontrent qu'une exposition à la caféine en période 

néonatale altère le développement de plusieurs fonctions vitales et que ces effets persistent 

jusqu'à l'âge adulte. Ces études marquent les premières étapes de la compréhension des 

effets à long terme bénéfiques et/ou délétères du traitement à la caféine chez l'humain. 
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DPSPX Antagoniste non-spécifique pour les récepteurs de l'adénosine - 1,3-

dipropyl-8-sulfophenyl-xanthine. 
DRG Dorai Respiratory Group. 
EEG Electroencéphalographie. 
EMG Électromyographie. 
FiC0 2 Fraction inspirée de dioxyde de carbone. 
Fi0 2 Fraction inspirée d'oxygène. 
f R Fréquence respiratoire. 
GABA A Récepteur A pour l'acide y-aminobutyrique. 
GIRK G-protein-regulated inwardly rectifying K+. 
Gi Protéine Gi. 
Go Protéine Go. 
Ggolf Protéine Ggolf. 
HMN Hypoglossal Motor Nucleus. 
IBMX Inhibiteur des phosphodiestéases - l-isobutyl-3-méthylxanthine. 
i.c.v Injection intra-cérébro-ventriculaire 



i.p. Injection intra-péritonéale. 
i.v. Injection intra-veineuse. 
KF Kolliker-Fûse. 
KCN Cyanure de Potassion ou acide cyanhydrique. 
KO Knock-out. 
LDP/PPT Noyaux latérodorsal et teégmentaire pédonculopontin. 
L-DOPA 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine (Levodopa) 
LC Locus Coeruleus. 
LPGi Nucleus reticularis paragigantocellularis lateralis. 
MPB Noyau parabrachial médian. 
NCT Neonatal Caffeine Treatment. 
NKi Récepteur Neurokinine 1 pour la substance P. 
NO Monoxyde d'azote 
non-REM Sommeil à ondes lentes - non Rapid Eye Movement Sleep 
NTS Nucleus Tractus Solitarus 
O2 Oxygène 
P3-P12 Jours postnataux 3 à 12. 
PAC02 Pression alvéolaire partielle du dioxyde de carbone. 
P a C02 Pression artérielle partielle du dioxyde de carbone. 
pCÛ2 Pression partielle du dioxyde de carbone. 
pFRG Groupe respiratoire parafacial. 
PGD2 Récepteur 2 des prostaglandines. 
PnOc Formation réticulaire pontine orale. 
PKA Protéine kynase A 
préBotzC Complexe préBôtzinger. 
REM Sommeil paradoxal - Rapid Eye Movement. 
RTN Noyau rétrotrapézoïde. 
RT-PCR Reverse transcriptase Polymerase chain Reaction 
RVLM Partie ventrale de la médulla ventrolatérale. 
SN Système nerveux 
SNC Système nerveux central 
STPD Standard température (0 °C), barometric pressure at sea level (101.3 

kPa) and dry gas: standard température and pressure, dry. 
TE Expiratory duration. 
Ti Inspiratory duration. 
TMN Noyau tubéro-mammillaire. 
VE Ventilation minute. 
VLPO Aire préoptique ventrolatérale de l'hypothalamus. 
VLM Médulla ventrolatérale. 
K 0 Consommation d'oxygène. 

F C ( 9 Production de dioxyde de carbone. 

V T Volume courant - Tidal volume. 
ZM241384 Antagoniste pour les récepteurs A2A et A2B de l'adénosine -

4-(-2-[7-amino-2- {1,2,4} triazolô {2,3-a} {1,3,5} triazin-5-yl-
amino]ethyl)phenol. 



INTRODUCTION 

1. L'USAGE DE LA CAFÉINE EN PÉRIODE 

NÉONATALE 

7.7. Apnée du nouveau-né prématuré 

1.1.1. Définition de l'apnée 

L'apnée de l'enfant nouveau-né est définie comme un arrêt de la respiration pouvant 

varier de quelques secondes à plusieurs dizaines de secondes. Une apnée est dite 

pathologique si sa durée excède 20 secondes ou si elle excède 10 secondes accompagnée de 

désaturations en oxygène (i.e. < 80-85%) et/ou de bradycardies (i.e. < 80 battements par 

minute) (Finer et al, 2006; Marchai et al, 1987; American Academy of Pediatrics, 1985). 

Cependant, des apnées plus courtes que 10 secondes peuvent également présenter des 

désaturations et des bradycardies et sont régulièrement observées chez l'enfant prématuré, 

tel que décrit par Poets et ses collègues où des apnées de 4 secondes et plus sont associées à 

des bradycardies de 33% et des désaturations répétitives inférieures à 80% chez les 

prématurés de 30 semaines (1993). 

1.1.2. Incidence 

Au Canada en 1996, 7.1 % des nouveau-nés naissaient prématurément à un âge 

post-conceptionnel inférieur à 37 semaines (Agence de santé publique du Canada, 2006). Il 

a été démontré dans les années 70, que la prematurité contribue au taux de mortalité. En 

effet, sur 161 prématurés de moins de 27 semaines (<1000 g) admis en clinique, le taux de 

mortalité était de 87% (Alden et al, 1972). L'apnée est un trouble respiratoire 

régulièrement observé chez l'enfant prématuré et elle est une des causes majeures de 

morbidité néonatale (Marchai et al, 1987; Hascoet et al, 2000; Bhatt-Mehta & 

Schumacher, 2003). L'apparition des apnées est inversement proportionnelle à l'âge du 



prématuré. En effet, 84% des prématurés d'âge gestationnel de moins de 27 semaines 

(< 1000g) présente des apnées (Alden et al., 1972), 17% des prématurés entre 30 et 33 

semaines (1250 et 1750 g) (Miller et al., 1959) et 7% des prématuré de 37 semaines (Bhatt-

Mehta & Schumacher, 2003). Actuellement, l'apnée du prématuré est bien traitée grâce à 

différentes thérapies comme les soins infirmiers, l'usage de stimulants respiratoires et la 

ventilation assistée (Bhatt-Mehta & Schumacher, 2003). 

1.1.3. Types d'apnées 

Traditionnellement, trois types d'apnées sont définies chez le nouveau-né 

prématuré : les apnées centrales, obstructives et mixtes (Martin et al., 2004). Les apnées 

centrales ou apnées diaphragmatiques se caractérisent par un arrêt de l'effort inspiratoire 

sans évidence d'obstruction des voies aériennes supérieures. Dans le cas des apnées 

obstructives, l'inspiration est bloquée par une obstruction des voies aériennes supérieures. 

Un effort au niveau de la poitrine est visible, mais sans débit d'air au niveau des voies 

aériennes. Les apnées mixtes sont généralement constituées d'une apnée obstructive suivie 

par des apnées centrales. Les apnées mixtes représentent 50% des apnées de longue durée 

(plus de 15 secondes) que l'on observe chez les prématurés (Martin et al., 2004). 

1.1.4. Origine 

Les réponses ventilatoires à l'hypercapnie et à l'hypoxie sont immatures chez 

l'enfant prématuré et il a été proposé que cette immaturité soit à l'origine des apnées 

centrales observées chez cette population de nouveau-nés (Martin et al., 2004). En effet, la 

réponse ventilatoire à l'hypercapnie de l'adulte est caractérisée par une augmentation de la 

ventilation, due à une augmentation du volume courant et de la fréquence respiratoire, 

tandis que celle des nouveau-nés prématurés est réduite - chez ces derniers il n'y a pas de 

changement de la fréquence respiratoire en réponse à l'hypercapnie (Gerhardt & Bancalari, 

1984). Cette réduction est observée en particulier chez l'enfant prématuré qui présente des 

apnées (Rigatto et al, 1975b). L'étude du rat nouveau-né permet de mieux comprendre les 

mécanismes responsables de l'immaturité de la réponse ventilatoire à l 'hypercapnie. En 



effet, chez le rat nouveau-né, le site d'origine de l'immaturité de la réponse à l'hypercapnie 

est de nature centrale - au niveau du tronc cérébral - et implique une immaturité de la 

neurotransmission GABAergique (Abu-Shaweesh et al, 1999). Chez l'adulte, une 

altération de la réponse ventilatoire à l'hypercapnie, ainsi qu'un changement de la réserve 

de CO2 (i.e. la différence de PaC02 entre l'eupnée et le seuil d'apnée) sont des déterminants 

important de la stabilité respiratoire (Dempsey et al, 2004). À cet égard, il a été montré que 

le nouveau-né possède un seuil d'eupnée très proche de leur seuil d'apnée comparé à 

l'adulte (Khan et al, 2005). Pour cette raison, le nouveau-né a plus de chance que l'adulte 

de franchir son seuil d'apnée et de présenter des apnées. Ces données ont permis de 

développer un nouveau traitement de l'apnée du prématuré. Il a en effet été démontré que 

l'ajout d'un faible niveau de CO2 (-1%) dans le gas inspiré (ayant pour effet d'augmenter 

faiblement la PaC02) permet d'éliminer sensiblement les apnées et que ce traitement semble 

plus efficace que le traitement à la caféine (Al-Aif et al, 2008). L'ensemble de ces données 

suggère que le nouveau-né, qu'il soit animal ou humain, possède une réponse ventilatoire à 

l'hypercapnie immature et que sa réserve de CO2 est faible comparé à l'adulte. Ces deux 

facteurs peuvent donc contribuer à la génération des apnées centrales. 

La réponse ventilatoire à l'hypoxie du nouveau-né est également différente de celle 

de l'adulte. En effet, chez ce dernier, la réponse ventilatoire à l'hypoxie est caractérisée par 

une augmentation progressive en quelques minutes de la ventilation suivie d'une ventilation 

stable plus élevée que celle observée au repos. Chez le nouveau-né, la réponse à l'hypoxie 

est biphasique et est caractérisée par une augmentation de la ventilation suivie d'une 

dépression ventilatoire. Chez le nouveau-né prématuré, la ventilation peut descendre à des 

niveaux inférieurs à ceux observés au repos (Rigatto et al, 1975a). Bien que les 

mécanismes responsables de cette dépression ventilatoire ne soient pas encore compris, une 

immaturité du système adénosinergique ou des récepteurs opioïdes au niveau central 

pourrait expliquer cette dépression (Koos et al, 2005; Martin & Abu-Shaweesh, 2005). En 

effet, le blocage de ces récepteurs élimine la dépression ventilatoire observée chez le 

nouveau-né (Neubauer et al, 1987). Cette dépression ventilatoire anormale chez le 

prématuré peut être vue comme un facteur aggravant l'apnée du prématuré favorisant ainsi 

la répétition de la pathologie chez ces enfants (Martin & Abu-Shaweesh, 2005). Bien que 

l'immaturité des réponses ventilatoires à l'hypercapnie et à l'hypoxie semble jouer un rôle 



dans l'apparition des apnées chez le nouveau-né prématuré, il n'y a pour l'instant pas de 

relation de cause à effet entre cette immaturité et l'occurrence des apnées chez les 

prématurés (Martin et al, 2004). 

L'apnée du prématuré est souvent associée à une obstruction des voies aériennes 

supérieures. L'immaturité du système contrôlant l'activité des voies aériennes supérieures 

semble être, en partie, à l'origine de cette obstruction. En effet, le seuil de réponse au CO2 

des voies aériennes supérieures de l'enfant prématuré est anormalement élevé comparé au 

seuil d'activation des muscles inspiratoires tels que le diaphragme (Carlo et al, 1988). La 

différence observée entre le seuil d'activité des voies aériennes supérieures et celui des 

muscles inspiratoires pourrait être à l'origine de l'obstruction observée chez l'enfant 

prématuré. Cette hypothèse reste cependant à être testée. 

1.2. Traitement à la caféine chez le prématuré 

1.2.1. Modalité du traitement à la caféine 

Le traitement des apnées du prématuré s'effectue principalement par deux types 

d'intervention : non-pharmacologique et pharmacologique. L'approche non-

pharmacologique peut aller de la stimulation tactile jusqu'à la ventilation mécanique 

assistée soit nasale (continuous positive airway pressure, CPAP) ou trachéal (intubations). 

Ces méthodes stimulent l'inspiration, réduit l'obstruction ou encore facilite l'entrée d'air. 

L'approche pharmacologique est l'usage des stimulants respiratoires tels que le doxapram 

et les méthylxanthines. Ces médicaments sont utilisés avant tout recours à la ventilation 

assistée (Hascoet et al, 2000; Marchai et al, 1987). Les méthylxanthines les plus utilisés 

sont la caféine (1-3-7-triméthyxanthine) et la théophylline (1-3-diméthylxanthine). 

1.2.2. Choix de la caféine 

Bien que la théophylline ait longtemps été utilisée, la caféine est actuellement le 

traitement privilégié (Marchai et al, 1987; Hascoet et al, 2000). En effet, comparé à la 

théophylline, la caféine a une demi-vie plus longue, un index thérapeutique plus élevé et 

moins d'effets secondaires (De Carolis et al, 1991; Bairam et al, 1987). Le traitement 



néonatal à la caféine consiste généralement en une dose de charge de citrate de caféine de 

20 mg/kg suivie de doses quotidiennes d'entretien de 5 mg/kg (De Carolis et al, 1991; 

Bairam et al, 1987). Les concentrations sériques de caféine atteintes à l'aide de ce 

traitement se situent entre 8 et 23 mg/L et restent stables tout au long du traitement (Léon et 

al, 2007; Bairam et al, 1987). La caféine est métabolisée par le foie en métabolites actifs 

tels que la théophylline et la paraxanthine ayant des effets similaires à la caféine (Fredholm 

et al, 1999b). En clinique, L'administration de caféine peut s'étaler sur de longues durées 

allant de quelques jours voire plusieurs semaines (Léon et al, 2007). On parle alors de 

traitement chronique. 

1.3. Mécanismes d'action de la caféine 

1.3.1. Au niveau du neurone 

Les mécanismes d'action de la caféine peuvent être classés en fonction de la dose 

administrée ou le taux plasmatique de caféine (Figure 1) : 

1) Blocage des récepteurs de l'adénosine (caféine plasmatique entre 5 uM et 0.5 

mM) (Fredholm et al, 1999b). 

2) Inhibition de l'activité des isoenzymes phosphodiestérases augmentant ainsi les 

niveaux d'AMP et de GMP cyclique (caféine plasmatique entre 0.5 - 1 mM) (Poison et al, 

1978). Cette élévation serait responsable de la relaxation des muscles lisses des voies 

aériennes lors de l'administration de la caféine (Brackett et al, 1990). 

3) Une concentration de caféine plasmatique supérieure à 0.5 mM est considérée 

toxique, bloque les récepteurs GABA A et provoque un relâchement de Ca 2 + intracellulaire 

(Fredholm et al, 1999b). 

Le traitement néonatal à la caféine utilise une dose de caféine atteignant au 

maximum 10 mg/kg (soit < 0.1 mM), une dose largement inférieure à la dose toxique, ayant 

principalement pour effet de bloquer les récepteurs de l'adénosine et d'empêcher la liaison 

des agonistes à ces récepteurs. Cependant, bien qu'une participation d'autres mécanismes 

tels que l'inhibition des phosphodiestérases ne puisse pas être éliminée complètement 

(Howell, 1993), nous considérons dans les chapitres suivants que le principal mécanisme 



d'action du traitement à la caféine est de bloquer de façon non-spécifique les récepteurs de 

l'adénosine. 
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Figure 1. Effets de la caféine sur différents mécanismes biochimiques en 

fonction du niveau plasmatique de caféine chez l'humain. Figure empruntée à 

Fredholm et al., (1999b). 

1.3.2. Au niveau du contrôle de la respiration 

Au niveau central. La caféine se fixe aux récepteurs de l'adénosine et bloque 

l'action inhibitrice de l'adénosine au niveau des structures nerveuses régulant la respiration. 

Bien que les mécanismes par lesquels la caféine stimule la respiration sont encore mal 

compris, il a été proposé que le blocage de l'activité inhibitrice de l'adénosine contribue à 

stimuler l'activité respiratoire et d'accentuer les réponse ventilatoires à l'hypercapnie et à 

l'hypoxie (Bhatt-Mehta & Schumacher, 2003). 

Le traitement néonatal à la caféine a pour effet de diminuer l'apparition des apnées 

du prématuré d'au moins 50% (Erenberg et al, 2000), d'augmenter le rythme respiratoire, 

la ventilation et de diminuer la p C 0 2 artériel chez le prématuré (Aranda et al., 1977). La 



théophylline, un antagoniste similaire à la caféine, augmente la réponse ventilatoire à 

l'hypercapnie des prématurés (Davi et al, 1978). La caféine augmente également le 

métabolisme du nouveau-né prématuré (Bauer et al, 2001), contribuant ainsi à la demande 

ventilatoire. Bien que de nombreuses études démontrent que la caféine stimule l'activité 

respiratoire du nouveau-né, les mécanismes d'action par lesquels la caféine diminue 

l'apparition d'apnées sont encore inconnus et leurs compréhensions requièrent des études 

complémentaires. 

Au niveau périphérique. Il a été proposé que la caféine modifie la sensibilité des 

structures chémosensibles périphériques. En effet, chez l'enfant prématuré, la caféine 

augmente la sensibilité à l'oxygène, évaluée à l'aide du test de Dejours (Chardon et al, 

2004). Cependant, dans cette étude réalisée chez l'enfant prématuré, le rôle spécifique des 

structures périphériques n'a pas été déterminé. En effet, bien que le test de Dejours soit un 

bon indice de l'activité des structures chémosensibles périphériques, il est possible que la 

caféine agisse également au niveau de structures centrales relayant l'information provenant 

de ces structures (Mifflin, 1997). Cet aspect du mécanisme d'action de la caféine n'a pas 

été élucidé chez l'humain, mais quelques études chez l'animal permettent de répondre en 

partie à cette question. En effet, la chémodénervation du nerf du sinus carotidien chez 

l'agneau a pour conséquence d'annuler l'effet stimulateur de la caféine sur la respiration, 

suggérant ainsi que les structures périphériques jouent un rôle prépondérant dans l'action 

de la caféine (Blanchard et al, 1986). Cependant, parce que la chémodénervation supprime 

l'information sensorielle provenant des corps carotidiens, l'activité des structures centrales, 

telles que le NTS, est également modifiée (Mifflin, 1997). Dans cette situation, il est 

possible que la caféine n'ait pas le même impact sur la respiration que lorsque les structures 

centrales étaient activées par le nerf du sinus. Finalement, l'hypothèse selon laquelle la 

caféine augmente la réponse ventilatoire à l'hypoxie, et par conséquent diminue 

l'apparition des apnées a été récemment mise en question. En effet, chez l'enfant 

prématuré, l'augmentation de la réponse ventilatoire à l'hypoxie est positivement corrélée 

avec l'augmentation des apnées (Cardot et al, 2007). D'après les auteurs, 

l'hyperventilation observée lors de la réponse ventilatoire à l'hypoxie a pour conséquence 

de diminuer le contenu sanguin en gaz carbonique et provoquer un arrêt de la respiration. 

Parce que le seuil d'apnée est plus bas chez le nouveau-né que chez l'adulte (Khan et al, 



2005), ce phénomème peut expliquer l'apparition des apnées chez le prématuré. Cela 

suggère que la caféine agirait plutôt au niveau central en bloquant l'effet inhibiteur de 

l'adénosine dans les structures chémosensibles. En conclusion, plusieurs études sont en 

faveur d'un rôle des corps carotidiens dans l'effet de la caféine, mais la compréhension des 

mécanismes mis en jeu lors de l'administration de la caféine mérite des études 

supplémentaires. 

1.4. Vulnérabilité du nouveau-né prématuré 

Durant la gestation, le système nerveux du foetus traverse plusieurs phases critiques 

de son développement (deGraaf-Peters & Hadders-Algra, 2006). La Figure 2 présente les 

différentes étapes temporelles (mesurées en semaines post-gestationnelles et en mois post-

partum) des processus neurobiologiques prenant place durant l'ontogénie du télencéphale 

chez l'humain. L'ontogénie du système nerveux est caractérisée par la production de 

nouveaux neurones et de l'acquisition de nouvelles propriétés cellulaires (entre 5 et 25 

semaines). Durant cette ontogénie, des événements progressifs prennent place tels que la 

prolifération et la migration neuronale (entre 10 et 20 semaines), la synaptogenèse (entre 30 

semaines et 12 mois après la naissance), et la détermination du phénotype neuronal (durant 

toute la gestation). A l'opposé, des événements régressifs ont lieu comme la mort cellulaire 

(20-30 semaines) ou l'élimination synaptique (10 et 20 ans). Durant le développement 

normal du système nerveux, un équilibre s'installe entre les événements progressifs et 

régressifs grâce aux signaux de survie appropriés (facteurs trophiques) induisant des 

changements dans les événements transcriptiormels nécessaires à la survie et la 

différentiation neuronale. Le dysfonctionnement des mécanismes régulant la balance entre 

la prolifération cellulaire et la mort cellulaire peut mener à des pathologies liées à la 

croissance des tissus (i.e. cancer) ou à une dégénérescence anormale du neurone (i.e. 

pathologies neurodégénératives comme la leucodystrophie chez l'enfant). L'apparition de 

ces événements progressifs et régressifs a lieu durant des périodes dites sensibles. Bien que 

le système nerveux soit capable de s'ajuster à l'environnement durant l'ensemble de son 

développement, durant ces périodes, sa capacité d'ajustement est de loin supérieure à celle 

de l'adulte. En effet, les neurones établissent des connexions permanentes choisies parmi 

un large répertoire de possibilités et ils acquièrent leurs propriétés fonctionnels définitives. 



Si le système nerveux n'est pas exposé aux facteurs neurotrophiques appropriés durant ces 

périodes, les fonctions nerveuses sont altérées de façon permanente. 
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Figure 2. Déroulement temporel des processus neurobiologiques ayant lieu 

durant l'ontogénie du télencéphale humain. Illustration empruntée à de Graaf-

Peters et ses collaborateurs (2006). Pour la partie supérieure de la figure, les 

lignes pleines indiquent lorsque le processus est extrêmement actif et les lignes 

en pointillés indiquent un processus actif. Pour la partie inférieure, les lignes 

pleines indiquent une surexpression du neurotransmetteur, les lignes en 

pointillés indiquent que le neurotransmetteur est présent, w, week; m, month; y, 

year. 

Chez le prématuré, le système nerveux n'a pas encore traversé toutes les périodes 

sensibles et la prématurité modifie l'environnement du fœtus. Les facteurs trophiques 

auxquels le fœtus est normalement exposé dans l'utérus de la mère sont donc absents ayant 

pour conséquences de déséquilibrer les mécanismes régulant l'ontogénie. Ainsi, plusieurs 



types de stimulations environnementales peuvent potentiellement altérer un ou plusieurs 

processus se déroulant durant le développement du nouveau-né prématuré: le stress (Genest 

et al, 2004; Kinkead et al, 2005a), l'absence de l'apport des hormones par le placenta 

(Doan et al., 2004), les hypoxies intermittentes (Reeves & Gozal, 2005), et divers 

traitements thérapeutiques pharmacologiques et non-pharmacologiques (Finer et al., 2006). 

Bien que ces études aient été réalisées chez l'animal, elles suggèrent fortement que 

l'expérience vécue durant les premiers mois de vie du prématuré a le potentiel d'influencer 

le développement neuronal du nouveau-né et donc les fonctions nerveuses qui en découlent. 

7.5. Conséquence d'une exposition chronique à la caféine sur le développement du 

nouveau-né prématuré 

1.5.1. Effets à court terme de la caféine 

L'exposition à la caféine en période néonatale accentue le métabolisme de l'enfant 

prématuré d'au moins 20% (Bauer et al, 2001). Un effet similaire est observé lors d'un 

traitement à la théophylline chez le prématuré (Carnielli et al, 2000). Parce que chez 

l'adulte une augmentation du métabolisme induit généralement une perte de poids 

(Fredholm et al, 1999b), on peut s'attendre au même effet chez le nouveau-né prématuré. 

Une étude récente a suivi le développement d'une grande cohorte d'enfants prématurés 

(2007 enfants) de poids moyen de 1000 g, traités à la caféine ou recevant un placebo 

(Schmidt et al, 2006). Dans cette étude, le traitement néonatal à la caféine (20 mg/kg de 

caféine citrate le premier jour suivi de doses de maintenance quotidiennes de 5 mg/kg) 

réduit la prise de poids durant les trois premières semaines du traitement. Ces prématurés 

récupèrent cependant leurs poids après 4 semaines de traitement. Toujours dans la même 

étude, le suivi clinique lors de l'hospitalisation démontre que les enfants prématurés traités 

à la caféine présentent moins de dysplasie bronchopulmonaire en comparaison aux enfants 

prématurés ayant reçu le placebo. Cependant, on peut s'interroger sur les effets à long 

terme de la caféine administrée en période néonatale sur les développements neuromoteur 

et/ou neurocognitif du nourrisson. 



1.5.2. Effet à long terme de la caféine sur le développement du nouveau-né 

Quelques études se sont intéressées aux effets à long terme du traitement néonatal à 

base de méthylxanthine sur les développements neuromoteur ou cognitif. Une première 

étude portant sur le développement du nouveau-né ayant reçu un traitement à base de 

théophylline en période néonatale montre que le traitement n'a pas d'effet chez l'enfant de 

21 mois (Nelson et al., 1980). Une autre étude observant des enfants de 14 ans ayant été 

traités à la théophylline durant les premières semaines de vie montrent que ces enfants 

présentent un taux plus élevé de paralysie cérébrale que les enfants n'ayant pas reçu de 

traitement (Davis et al., 2000). Les contradictions apparaissant entre ces études sont 

probablement dues au nombre limité d'enfants étudiés et à l'absence d'homogénéité du 

traitement. Ainsi, une étude longitudinale suivant l'état de santé d'une cohorte de 2007 

nouveau-nés prématurés ayant reçu un traitement néonatal à la caféine similaire est 

actuellement en cours (Schmidt, 2005) et devrait permettre de répondre à plusieurs 

questions concernant l'impact à long terme du traitement sur le développement nerveux. 

Cependant, cette étude n'a pas pour but d'évaluer les conséquences du traitement sur le 

développement du système de contrôle de la respiration et d'en comprendre les 

mécanismes. Pourtant, étant donné l'impact de la caféine lors des périodes sensibles du 

développement sur la neuromodulation adénosinergique et le rôle de l'adénosine dans 

plusieurs fonctions nerveuses, il est probable que ce traitement induise des effets persistants 

inattendus sur ces fonctions (Finer et al., 2006). 



2. NEUROMODULATION ADÉNOSINERGIQUE 

2.1. Neuromodulation adénosinergique dans le système nerveux 

2.1.1. Les récepteurs de l'adénosine 

L'adénosine. L'étude de la caféine et de ses effets sur la physiologie du mammifère 

nécessite une compréhension du système de neuromodulation adénosinergique. 

L'adénosine est un neuromodulateur endogène, un constituant normal des cellules de 

l'organisme, influençant de nombreuses fonctions du système nerveux. Il est important de 

comprendre que l'adénosine n'est pas un neurotransmetteur proprement dit; il n'est pas 

stocké dans des vésicules, n'est pas relâché par exocytose, il ne transfère pas l'information 

de façon unidirectionnelle de pré- à post-synaptique et il n'agit pas uniquement au niveau 

des synapses. L'adénosine est un messager homéostatique (i.e. qui participe au maintien de 

conditions stables dans l'organisme) trans-cellulaire qui agit comme neuromodulateur au 

niveau des neurones dans lesquels il contrôle leur excitabilité et le relâchement des 

neurotransmetteurs. 

Sources de l'adénosine. L'utilisation d'énergie par la cellule requiert la dégradation 

de l'ATP par déphosphorylation induisant plusieurs cascades moléculaires qui débouchent 

au relâchement d'adénosine (Fredholm et al, 2001). Par exemple, lorsque le neurone est en 

hypoxie, une grande quantité d'énergie est requise pour maintenir l'homéostasie de la 

cellule, utilisant ainsi de l'ATP et augmentant le niveau d'adénosine (Newby, 1991). Ainsi, 

les facteurs régulant le niveau d'adénosine sont les taux relatifs de dégradation et de 

synthèse de l'ATP qui dépendent à leur tour du taux d'utilisation d'énergie et de la 

disponibilité des substrats métabolisables dans la cellule. Au niveau extracellulaire, 

l'adénosine provient de trois différentes voies : (1) il est relâché par des transporteurs 

nucléosidiques après une augmentation de la concentration d'adénosine intracellulaire ou 

une inversion du gradient sodique; (2) il est formé au niveau extracellulaire par la 

dégradation d'ATP ou de l'ADP en AMP et (3) il est produit par la dégradation de l'AMP. 



Rôle de l'adénosine. L'adénosine est donc un indicateur de la consommation en 

énergie; dès qu'un certain niveau est atteint, l'activation des récepteurs de l'adénosine 

inhibe l'activité neuronale de la cellule et le métabolisme est ralenti. Les niveaux 

d'adénosine extracellulaire observés chez le rat adulte éveillé au repos sont situés entre 30 

et 300 nM (Ballarin et al, 1991; Fredholm et al, 1999b). Il est considéré dans la littérature 

que l'adénosine a pour principal effet de se fixer aux récepteurs de l'adénosine et d'activer 

ces derniers. Cette hypothèse est acceptable car les niveaux physiologiques d'adénosine 

endogène observés chez l'animal in vivo sont suffisants pour activer les récepteurs de 

l'adénosine. 

Les récepteurs de l'adénosine. Quatre types de récepteurs de l'adénosine ont été 

découverts chez le mammifère et sont activés en fonction de la dose et de l'affinité pour 

l'adénosine (Table 1): les récepteurs de l'adénosine Ai, A 2 A , A 2 B , A 3 (Fredholm et al, 

2001). Voici les principales caractéristiques de ces récepteurs. L'activation du récepteur Ai 

par l'adénosine ou d'autres ligands provoque une inhibition de l'activité neuronale. Cette 

activation inhibe préférentiellement le relâchement de plusieurs neurotransmetteurs 

excitateurs, mais en particulier le glutamate, et dans une moindre mesure le relâchement 

des neurotransmetteurs inhibiteurs, comme le GABA (Dunwiddie & Masino, 2001). L'effet 

inhibiteur résulte d'une inhibition pré-synaptique du relâchement des neurotransmetteurs, 

mais également d'une hyperpolarisation post-synaptique due à l'activation de canaux 

potassique et de la protéine GIRK (Ehrengruber et al, 1997). Cependant, parce que l'effet 

post-synaptique de l'adénosine est difficile à distinguer de l'effet pré-synaptique 

(Dunwiddie & Fredholm, 1989), il est généralement considéré que l'effet principal des 

récepteurs Ai de l'adénosine est l'inhibition du relâchement des neurotransmetteurs 

excitateurs. Le récepteur Ai est couplé à des protéines Gi et G 0 (Nanoff et al, 1995). La 

liaison de l'adénosine au récepteur active les protéines Gi et G 0 qui, respectivement, 

inhibent l'activité de l'adénylate cyclase (Figure 2) et active les canaux potassiques (type (3 

et y). L'activation de ces deux protéines a également pour effet de désactiver les canaux 

calciques de type N, P, et Q. L'effet neuromodulateur inhibiteur de l'adénosine est 

cependant principalement dû à la désactivation des canaux calciques de type N inhibant 

ainsi le relâchement des neurotransmetteurs (Greene & Haas, 1991). 



Table 1. Mécanismes de transduction déclenchés par l'activation des récepteurs 

de l'adénosine. 

Récepteur Affinité 
pour 
l'adénosine 

Type de 
protéine 
G 

Mécanisme de transduction Action physiologique 

A, 70 nM G, et G 0 Inhibe adénylate cyclase 

Inhibe canaux calciques 

Active PLC 

Inhibe transmission synaptique 

Hyperpolarise le neurone 

A 2 A 150 nM G s et G0if Active adénylate cyclase 

Inhibe canaux calciques 

Active canaux calciques 

Facilite le relâchement des 
neurotransmetteurs 

Inhibe le relâchement des 
neurotransmetteurs 

A 2 B 5100 nM G s Active adénylate cyclase 

Active PLC 

Facilite transmission synaptique 

Inhibe AMP cylique 

A 3 6500 nM G i 3 et G q Inhibe adénylate cyclase 

Augmente calcium intracellulaire 

Active PLC 

Inhibe transmission synaptique 

Découple les récepteurs A, 

PLC, phospholipase C. Table modifié de Dunwiddie et Masino (2001). 

Il existe 2 sous-types de récepteurs A 2 : les récepteurs A2A et A2B. Le sous-type A2B 

a une affinité pour l'adénosine très faible (5100 nM) comparée à celles des récepteurs Ai et 

A2A (Table 1); ce récepteur n'est donc pas impliqué dans la neuromodulation 

adénosinergique à des doses physiologiques d'adénosine et ne sera pas abordé dans ce 

chapitre. A l'opposé du récepteur Ai, le récepteur A2A a un effet excitateur sur le neurone 

(Table 1). En effet, il stimule le relâchement des neurotransmetteurs excitateurs tel que 

l'acétylcholine, le glutamate, et l'aspartate, mais aussi d'autres neurotransmetteurs comme 

la noradrénaline et la dopamine (Sebastiao & Ribeiro, 1996). Le récepteur A2A est couplé à 

des protéines G s qui stimulent la production d'adénylate cyclase (Figure 3) et facilite 

l'activation des canaux calciques. On remarque que le récepteur A2A de l'adénosine requiert 

pour être activer une concentration plus élevée d'adénosine que le récepteur Ai (2x). Dans 



une moindre mesure, l'activation des récepteurs A 2 A inhibe la production d'adénylate 

cyclase par la protéine Gg oif et inhibe l'activation des canaux calciques (Edwards & 

Robertson, 1999). 

Le récepteur A3 de l'adénosine est peu caractérisé et possède une affinité très faible 

pour l'adénosine (Table 1). Son rôle est de moduler dans certaines conditions d'autres 

récepteurs tels que le récepteur Ai de l'adénosine (Dunwiddie et al, 1997). 

Vasodilation Cyciîc AMP ATP 

Figure 3. Schéma des mécanismes cellulaires mis enjeu lors de l'activation des 

récepteurs de l'adénosine par l'adénosine. Illustration issue de Adenosine 

Therapeutics, http://www.adenrx.com/about.html, téléchargée le 7 juillet 2007. 

Rôle des récepteurs de l'adénosine dans le cerveau. Parce que les récepteurs de 

l'adénosine sont exprimés dans toutes les cellules nerveuses, en particulier le récepteur Ai 

de l'adénosine, et qu'ils modulent le relâchement des neurotransmetteurs, ils sont impliqués 

dans plusieurs fonctions du système nerveux. En effet, la manipulation des récepteurs de 

l'adénosine influence les processus cognitifs comme la mémoire (Prediger & Takahashi, 

http://www.adenrx.com/about.html


2005), les fonctions motrices (Nagel et al., 2003), la régulation du sommeil (Porkka-

Heiskanen et al, 2002) ou encore les fonctions du système nerveux autonome tel que les 

fonctions cardiovasculaire (Scislo & O'Leary, 2005) et respiratoire (Wessberg et al, 1984). 

Les rôles des récepteurs de l'adénosine dans les régulations de la respiration, de la fonction 

cardiovasculaire et du sommeil sont abordés dans les chapitres suivants. 

2.1.2. Distribution des récepteurs de l'adénosine 

L'étude de la distribution des récepteurs de l'adénosine dans les cellules nerveuses 

est importante car elle nous permet de mieux comprendre le rôle de la neuromodulation 

adénosinergique dans le fonctionnement du système nerveux. L'adénosine est présente dans 

la plupart des cellules du système nerveux et son niveau endogène en conditions 

physiologiques est entre 30-300 nM dans le cerveau du rat (Dunwiddie & Diao, 1994). 

Ainsi, la densité des récepteurs de l'adénosine dans la cellule est primordiale dans 

l'activation ou l'inhibition du neurone par l'adénosine. De plus, parce que les propriétés des 

deux principaux récepteurs de l'adénosine (Ai et A 2 A ) sont opposés (inhibition versus 

excitation, respectivement), leurs distributions respectives influencent fortement leurs rôles 

fonctionnels. Dans ce chapitre, seules les distributions des récepteurs Ai et A 2 A seront 

abordées car ils sont les seuls à être activés par l'adénosine à des niveaux physiologiques 

d'adénosine. 

Le récepteur Ai de l'adénosine. Le récepteur Ai se retrouve dans presque toutes les 

structures nerveuses du système nerveux, cependant l'intensité de son expression varie 

d'une structure à l'autre. Le récepteur Ai est présent en grande densité dans le cortex, le 

cervelet, l'hippocampe, et la corne dorsale de la moelle épinière (Fredholm et al, 2005). La 

table 2 présente les structures impliquées dans le contrôle respiratoire, le contrôle de la 

fonction cardiovasculaire et la régulation du sommeil qui expriment ce récepteur, les rôles 

physiologique de ces structures, les modèles et les techniques utilisées. Au niveau des 

noyaux respiratoires du bulbe rachidien, le récepteur Ai est exprimé dans la médulla 

rostroventrolatérale (RVLM) et dans le nucleus tractus solitarus (NTS). Au niveau du pont, 

le récepteur A] est présent dans le locus coeruleus (LC), l'aire A5, les noyaux 



parabrachiaux médians et le Kôlliker Fuse (MPB/KF). Au niveau des autres structures du 

SNC impliquées dans la régulation du sommeil, ce récepteur est exprimé dans le noyau 

paragigantocellulaire latéral (LPGi), la formation réticulaire pontine orale (PnOc), les 

noyaux tégmental latérodorsal et pédonculopontin (LDT/PPT), le télencéphale basai (BF, 

basai forebrairi) et l'aire préoptique ventro-latérale de l'hypothalamus (VLPO). Au niveau 

périphérique, dans les corps carotidiens, le récepteur Ai de l'adénosine n'est pas exprimé 

(Gauda et al, 2000). Cependant, il est largement exprimé au niveau des ganglions pétreux 

qui contiennent les corps cellulaires des neurones formant le nerf du sinus (Gauda & 

Lawson, 2000). 

Le récepteur A2A de l'adenosine. Ce récepteur est beaucoup moins exprimé dans le 

système nerveux que le récepteur Ai. Au niveau des noyaux respiratoires du tronc cérébral 

(Table 3), le récepteur A 2 A a été identifié au niveau de la RVLM, la CVLM, le NTS, le 

noyau de l'hypoglosse, le noyau moteur du nerf vague. Au niveau des structures régulant le 

sommeil, la plupart des études relève les effets d'une micro-injection locale d'agoniste. 

Grâce à cette technique, ce récepteur a été trouvé au niveau de la formation réticulaire 

pontique (PRF), de l'aire préoptique latérale de l'hypothalamus (VLPO), et du noyau 

tubéromamillaire (TMN); voir Table 3. Au niveau périphérique, une littérature plus 

abondante s'intéresse à la présence des récepteurs de type A 2 de l'adénosine dans les corps 

carotidiens (CB). En effet, chez le rat l'ARM messager pour le récepteur A 2 A de l'adénosine 

a été détecté dans les corps carotidiens par hybridation in-situ (Gauda et al, 2000), RT-

PCR, et immunohistochimie (Bairam & Carroll, 2005; Kobayashi et al, 2000). Le 

récepteur A 2 B a également été identifié dans les corps carotidiens du rat en culture par 

immunohistochimie (Conde et al, 2006) et RT-PCR (Kobayashi et al, 2000). 



Table 2. Liste des structures nerveuses exprimant les récepteurs Ai de l'adénosine et leurs rôles physiologiques. 

Structures Rôle physiologique de la 
structure 

Récept 
A, 

Modèle Techniques Références 

Pré-Bôtzinger Génération du rythme respiratoire ? - - -
RVLM Contrôle respiratoire +++ Agneau 

nouveau-né 
Autoradiographie avec ligands 
radioactifs 

(Bissonnette & Reddington, 1991; 
Condeeff l / . ,2006) 

NTS Contrôle respiratoire, 
Chémosensibilité au C 0 2 , 
Contrôle cardiovasculaire, 

++ Jeune rat (P21) 
Agneau 
nouveau-né 

Immunohistochimie, 
Autoradiographie avec ligands 
radioactifs 

(Gaytan ai, 2006) 
(Bissonnette & Reddington, 1991) 
(PickelÉ?/<ï/.,2006) 

Rats Immunohistochimie, (Carrettiero & Fior-Chadi, 2004) 

LC Contrôle respiratoire, 
Régulation du sommeil. 

++ Jeune rat (P21) Immunohistochimie (Gaytan a/., 2006) 

A5 Contrôle respiratoire, 
Fonction cardiovasculaire. 

++ Jeune rat (P21) Immunohistochimie (Gaytan a/., 2006) 

M P B / K F Contrôle moteur du diaphragme, 
Modulation du rythme respiratoire, 
Fonction cardiovasculaire. 

+++ Jeune rat (P21 ) Immunohistochimie, 
Autoradiographie avec ligands 
radioactifs 

(Gaytan et al., 2006) 
(Bissonnette & Reddington, 1991) 

PRF Induction du sommeil paradoxal 
(REM) 

++ Rat adulte Microinjection d'agoniste 
récepteur A i . 

du (Marks et ai, 2003; Marks et ai, 2005) 

BF Induction du sommeil à ondes 
lentes (non-REM) 

++ Rat adulte Microinjection d'agoniste A, 
RT-PCR, hybridation in situ 

(Alame/ûr/., 1999) 
(Basheeref A/., 2001) 

VLPO Induction du sommeil ++ Rat adulte Microdialyse d'agoniste 
récepteur A]. 

du (Methippara et ÛT/., 2005) 

LPGi + Jeune rat (P21 ) Immunohistochimie (Gaytan et cv/. ,2006) 

LDT/PPT Régulation du sommeil ++ Rat adulte Microinjection d'agoniste 
récepteur A i . 

du (Rainniee/a/., 1994) 

CB Chémosensibilité à l'oxygène - Rat adulte Northern blot 
RT-PCR 

(Bairam & Carroll, 2005) 
(Gauda et a/., 2000) 

B F , télencéphale basai; NTS, nucleus tractus solitarus; LC, locus coeruleus, A5, aire A5, MPB/KF, noyau parabrachial médian et Kôlliker Fuse; LPGi, 
noyau paragigantocellulaire latéral; RVLM, rostro-ventro-latérale médulla; PRF, formation réticulaire pontine; LDT/PPT, noyaux tégmental latérodorsal et 
pédonculopontin; CB, corps carotidiens; VLPO, aire préoptique ventrolatérale de l'hypothalamus. 



Table 3. Liste des structures nerveuses exprimant les récepteurs A2A de l'adénosine et leurs rôles physiologiques. 

Structures Rôle physiologique de la structure Expression 
relative A 2 A 

Modèle Techniques Références 

PréBôtzinger Génération du rythme respiratoire ? 

RVLM Contrôle respiratoire 
Contrôle cardiovasculaire 

++ Rat nouveau-né 
Rat adulte 

Hybridation in-situ 
Autoradiographie 

(Zaidi et ai, 2006) 
(Thomas et al., 2000b) 

CVLM Contrôle respiratoire ++ Rat adulte Autoradiographie (Thomas et ai, 2000b) 
NTS Contrôle respiratoire, 

Chémosensibilité au C 0 2 , 
Contrôle cardiovasculaire. 

++ Rat adulte Immunohistochimie (Pickele/ a/., 2006) 
(Rosin et al., 1998) 
(Thomas ai, 2000b) 

LC Contrôle respiratoire, 
Régulation du sommeil 

? 

A 5 Contrôle respiratoire, 
Fonction cardio-vasculaire 

? 

M P B / K F Contrôle moteur du diaphragme, 
Modulation du rythme respiratoire, 
Fonction cardio-vasculaire 

? 

PRF Induction du sommeil paradoxal 
(REM) 

++ Souris adulte Microdialyse de 
l'agoniste A 2 A 

(Coleman et ai, 2006) 

TMN Induction du sommeil (histamine) ++ 
BF Induction du sommeil à ondes lentes 

(non-REM) 
— Rat adulte Hybridation in situ, 

RT-PCR 
(Basheer et a/., 2001) 

VLPO Induction du sommeil ++ Rat adulte Microinjection 
d'agoniste 

(Methippara et al, 2005) 
( S c a m m e l l ^ ai, 2001) 

LDT/PPT Régulation du sommeil ? 

C B Chémosensibilité à l'oxygène ++ Rat adulte » Immunocytochimie, 
Northern blot 
Hybridation in situ 

( C o n d e ^ ai, 2006) 
(Bairam & Carroll, 2005) 
(Kobayashi et a/., 2000) 

Vagal motor nucleus Système parasympathique ++ Rat adulte Autoradiographie (Thomas et ai, 2()()()b) 
HMN Voies aériennes supérieures ++ Rat adulte Autoradiographie (Thomas et ai, 2000b) 

NTS, nucleus tractus solitarus; LC, locus coeruleus, A5, aire A5, B F , télencéphale basai; MPB/KF, noyau parabrachial médian et Kôlliker Fuse; LPGi, 
noyau paragigantocellulaire latéral; RVLM, partie rostrale de la médulla ventro-latérale; CVLM, partie caudale de la médulla ventro-latérale; PnOc, formation 
réticulaire pontine orale; LDT/PPT, noyaux tégmental latérodorsal et pédonculopontin; C B , corps carotidiens; PRF, formation réticulaire pontine; TMN, noyau 
tubéromamillaire; VLPO, aire préoptique ventro-latérale; HMN, noyau moteur de l'hypoglosse. 



2.1.3. Récepteurs de l'adénosine dans les autres tissus 

Les récepteurs de l'adénosine sont également présents dans d'autres types de 

cellules que la cellule nerveuse. Au niveau des poumons, les récepteurs de l'adénosine sont 

exprimés dans les cellules épithéliales des bronches, les cellules endothéliales, et les 

cellules des muscles lisses, et y jouent un rôle anti-inflammatoire (Caruso et al, 2006). 

Egalement au niveau des muscles lisses des bronches, l'activation du récepteur Ai de 

l'adénosine provoque une bronchoconstriction (Ali et al, 1994). Au niveau des muscles 

lisses des vaisseaux sanguins, les récepteurs de l'adénosine modulent la vasoconstriction et 

vasodilatation des vaisseaux, affectant ainsi le débit sanguin (O'Regan, 2005). Au niveau du 

cœur, les récepteurs de l'adénosine sont exprimés dans les myocytes cardiaques, servant de 

régulateurs de la conduction cardiaque et de modulateurs du débit sanguin coronaire 

(Lasley & Smart, 2001). Au niveau des reins, les récepteurs de l'adénosine jouent un rôle 

dans les désordres de rétention des fluides et l'utilisation d'antagonistes des récepteurs de 

l'adénosine favorise la diurèse (Modlinger & Welch, 2003). Par conséquent, l'étude du 

système adénosinergique ne peut se limiter aux rôles des récepteurs de l'adénosine au 

niveau des cellules nerveuses, mais doit tenir compte de plusieurs autres variables 

interagissant entre elles. 

2.1.4. Ontogenèse des récepteurs de l'adénosine 

Durant l'embryogenèse et la maturation du nouveau-né, l'expression et la 

distribution des récepteurs de l'adénosine présentent plusieurs changements. L'ontogénie 

des récepteurs Ai et A2A de l'adénosine a été évaluée en mesurant l'expression de l'ARNm 

pour ces récepteurs et de la liaison de ligands radioactifs aux récepteurs che le rat. 

Récepteur Ai de l'adénosine. Par hybridation in situ de l'ARNm du récepteur A] de 

l'adénosine dans le cortex du rat, il a été démontré que l'ARNm augmente progressivement 

son niveau d'expression durant la gestation pour atteindre son maximum à la naissance 

(Rivkees, 1995). L'ontogénie des récepteurs Ai de l'adénosine a été évaluée durant 



l'embryogenèse et le développement postnatal par autoradiographie du ligand [ 3H]DPCPX 

chez le rat (Aden et al, 2000). Durant l'embryogenèse et jusqu'au 3 c m e jour suivant la 

naissance (P3), l'affinité du ligand pour le récepteur Ai est assez stable au niveau du cortex 

cérébral, mais elle augmente très fortement par la suite pour atteindre son maximum à P21 

(Aden et al, 2000). Au niveau du thalamus, l'ARNm est exprimé à son maximum dès le 

14 e m e jour suivant la conception (El4) (Rivkees, 1995). Le récepteur Ai suit un 

développement similaire dans le thalamus à celui observé dans le cortex avec une forte 

augmentation après la naissance et un maximum à P21 (Aden et al, 2000). Au niveau du 

bulbe rachidien, le niveau d'ARNm codant pour le récepteur A] atteint tôt son niveau 

maximum au alentour de E l 7 (Aden et al, 2000). Toujours chez le rat, l'expression du 

récepteur Ai évaluée par immunohistochimie est relativement stable de la naissance à P21 

(Gaytan et al, 2006). Au niveau des structures du pont, cependant, l'expression du 

récepteur A] double durant les 3 premières semaines suivant la naissance du rat (Gaytan et 

al, 2006). 

Récepteur A2A de l'adénosine. L'ontogénie de ce récepteur de la naissance à l'âge 

adulte a été déterminé chez le rat par autoradiographie du ligand [ 3H]CGS-21680 

(Johansson et al, 1997a). Au niveau du cortex cérébral, l'affinité du ligand pour le 

récepteur A2A de l'adénosine double durant la première semaine suivant la naissance et 

triple à l'âge adulte. L'affinité du ligand pour le récepteur A2A est plus prononcée au niveau 

des ganglions de la base, plus précisément dans le striatum, que dans le cortex lors de la 

naissance du rat nouveau-né. Par la suite, une progression similaire à celle du cortex est 

observée durant la croissance du striatum du nouveau-né, bien que l'affinité y reste toujours 

plus élevée que dans le cortex. Au niveau des structures du tronc cérébral du rat, les 

niveaux d'ARNm du récepteur A2A ne change pas durant le développement postnatal du 

nouveau-né (Zaidi et al, 2006). Cependant, les changements d'expression du récepteur A2A 

durant l'embryogenèse sont encore peu connus. Pourtant, parce que le récepteur A2A de 

l'adénosine possède un rôle excitateur, opposé à celui du récepteur Ai, son expression 

durant le développement du nouveau-né est d'une importance considérable. Ainsi, des 

études supplémentaires sont nécessaires afin de mieux de comprendre les changements 

d'expression de ce récepteur durant la maturation du système nerveux central, 

particulièrement au niveau du tronc cérébral du rat. Au niveau périphérique, dans les corps 



carotidiens, l'adénosine et le récepteur A 2 A jouent un rôle important dans la réponse 

ventilatoire à l'hypoxie. Durant les premiers jours suivants la naissance du nouveau-né, le 

niveau d'expression de l'ARNm du récepteur A 2 A (déterminé par hydridation in situ) reste 

constant, mais il diminue au 1 4 c m c jour (Gauda et al, 2000). Dans la même étude, le 

récepteur Ai n'a pas été détecté quelque soit l'âge du nouveau-né. 

Les études citées précédemment permettent de tirer quelques conclusions quant aux 

développements respectifs des récepteurs A] et A 2 A de l'adénosine. Le récepteur A] de 

l'adénosine est bien distribué dans le système nerveux central et son expression varie peu 

durant la gestation, mais augmente durant les premières semaines de vie du rat nouveau-né 

pour atteindre un maximum à l'âge de 20 jours. Ainsi, parce qu'une large quantité de 

récepteurs Ai de l'adénosine sont exprimés durant les premières semaines de vie du rat 

nouveau-né, cette période du développement est un moment-clé pour le système de 

neuromodulation adénosinergique. L'expression du récepteur A 2 A de l'adénosine est 

cependant plus progressive que celle du récepteur A] avec une augmentation constante 

jusqu'à l'âge adulte. Peu de données sont disponibles quant à l'expression du récepteur A 2 A 

chez le fœtus. 

2.1.5. Effet chronique de la caféine sur le système nerveux 

Chez l'adulte. Chez l'humain, la source la plus importante de caféine est la 

consommation de toutes substances contenant des méthylxanthines comme le café ou autres 

breuvages à base de caféine (Fredholm et al, 1999b). La consommation chez l'humain 

adulte de caféine (3x250 mg par jour pendant 7 jours) induit une surexpression du nombre 

de récepteurs de l'adénosine au niveau des plaquettes sanguines 60 heures après l'arrêt de 

la consommation (Biaggioni et al, 1991b; Paul et al, 1993). Chez la souris adulte, 

l'exposition chronique à la caféine (100 mg/jour pendant 7 jours) augmente la densité des 

récepteurs Ai dans le striatum, sans altérer la densité du récepteur A 2 A (Shi et al, 1993), 

diminue la densité des récepteurs pi et p 2 adrénergiques et augmente celles des récepteurs 

sérotoninergiques, muscariniques et nicotinergiques dans le cortex (Shi et al, 1993). 

L'exposition à la théophylline produit des effets similaires à ceux de la caféine (Shi & 



Daly, 1999). L'exposition chronique au IBMX (l-isobutyl-3-méthylxanthine), un puissant 

antagoniste des récepteurs de l'adénosine et inhibiteur des phosphodiestérases, cause 

seulement une légère augmentation de l'expression des récepteurs A] dans le cortex de la 

souris (Shi & Daly, 1999), suggérant que l'inhibition chronique des phosphodiestérases 

n'est pas responsable des modifications d'expression des récepteurs de l'adénosine. 

L'exposition chronique au DMPX (3,7-diméthyl-l-propargylxanthine), un antagoniste des 

récepteurs A 2 A , induit également une légère augmentation de l'expression des récepteurs Ai 

au niveau du cortex de la souris adulte (Shi & Daly, 1999). Le fait que la caféine traverse la 

barrière hémato-enchéphalique comparé aux autres drogues utilisées dans cette étude 

explique pourquoi la caféine induit un effet prononcé sur plusieurs récepteurs (Shi & Daly, 

1999). Toujours chez la souris, une administration chronique de caféine plus longue à des 

doses plus élevées (200 mg/kg/jour pendant 40 jours) augmente l'expression des récepteurs 

de l'adénosine dans le cervelet et le tronc cérébral (Boulenger et al, 1983; Marangos et al, 

1984). Un traitement chronique de 14 jours chez la souris adulte augmente uniquement 

l'expression des récepteurs A 2 A au niveau du striatum, ainsi que l'ARNm de ce récepteur 

dans cette structure (Johansson et al, 1997b). Chez le rat adulte, l'administration de caféine 

(75 mg/kg/jour) pendant 12 jours augmente également l'expression des récepteurs Ai de 

l'adénosine au niveau du cortex et du cervelet (Hawkins et al, 1988). Un traitement 

chronique de théophylline (un antagoniste non-spécifique des récepteurs de l'adénosine) à 

une dose de 100 mg/kg pendant 7 jours chez le rat adulte augmente l'expression des 

récepteurs Ai, mais non des récepteurs A 2 A , dans le thalamus, l'hippocampe, et le cervelet 

(Lupica et al, 1991). L'ensemble de ces études suggèrent qu'une courte exposition à un 

antagoniste des récepteurs de l'adénosine (théophylline ou caféine) est suffisante pour 

augmenter l'expression des récepteurs Ai, tandis qu'une exposition plus longue est 

nécessaire pour augmenter celle des récepteurs A 2 A . Il est cependant clair que l'effet 

principal d'un blocage chronique des récepteurs de l'adénosine chez l'adulte est 

d'augmenter l'expression de ces récepteurs. Cependant, ces modifications dépendent de 

plusieurs facteurs, tels que la dose, la durée et le type de méthylxanthine utilisé. Cependant, 

qu'en est-il de l'impact de l'administration chronique de méthylxanthine lors d'une période 

sensible du développement chez le fœtus ou le nouveau-né? 



Durant le développement. Une première série d'études s'est intéressée aux effets 

d'une consommation de caféine par la mère pendant la gestation sur le développement du 

fœtus et du nouveau-né après la naissance. La consommation de caféine (80 mg/kg/jour) 

par la mère durant toute la gestation du rat induit un taux de liaison du ligand radioactif au 

récepteur Ai du cerveau du fœtus (mesuré juste avant la naissance) plus bas dans le groupe 

ayant reçu de la caféine, suggérant une régulation négative de ce récepteur (Léon et al, 

2002). La consommation d'une dose moins élevée par la mère (25 mg/kg/jour) ne modifie 

pas l'expression des récepteurs dans le cerveau des ratons à la naissance, ainsi que 1, 2 ou 3 

semaines après la naissance (Aden et al, 2000). Une deuxième série d'études s'est 

intéressée aux conséquences de la caféine administrée directement aux ratons en période 

postnatale sur l'expression des récepteurs de l'adénosine dans plusieurs structures 

nerveuses du nouveau-né, mais aussi plusieurs mois après le traitement chez l'adulte. Un 

traitement à la caféine ayant eu lieu du 2 c m c au 6 c m c jour suivant la naissance (20 mg/kg/jour 

le premier jour et 15 mg/kg/jour les jours suivants) augmente la densité du récepteur Ai 

(estimée par autoradiographie avec le ligand radioactif [3H]CHA) au niveau du thalamus du 

rat âgé de 30 jours (Etzel & Guillet, 1994). Ce traitement augmente également la densité 

des récepteurs Ai dans l'hippocampe, le cortex, mais aucune différence n'est observée dans 

l'hypothalamus et le tronc cérébral du rat adulte (Guillet & Kellogg, 1991a). Cependant, il 

est probable que des mesures plus précises au niveau des structures du tronc cérébral 

révéleraient une altération des récepteurs Ai de l'adénosine. En effet, le même traitement à 

la caféine augmente la densité des récepteurs Ai dans certains noyaux respiratoires du pont 

chez le nouveau-né âgé de 6 jours (Gaytan et al, 2006). Cependant, dans cette étude, cet 

effet semble se dissiper avec l'âge car aucune différence n'est observée à 30 jours. Une 

étude récente s'est intéressée aux effets à long terme de la caféine administrée en période 

néonatale sur la formation des dendrites des neurones corticaux chez le rat adulte. Ils ont 

démontré que les dendrites des neurones pyramidales du cortex préfrontal sont plus long 

chez le groupe traités que chez le groupe contrôle (Juarez-Mendez et al, 2006). Bien 

qu'une modification morphologique des neurones soit d'un grand intérêt, la dose utilisée 

dans cette étude (50 mg/kg chaque jour de PI à P12) est plus élevée que celles des études 

ci-dessus et met probablement enjeu d'autres mécanismes que l'inactivation des récepteurs 

de l'adénosine. Ainsi, on peut conclure que l'administration de caféine en période néonatale 



influence le développement du système adénosinergique et que ces effets sont d'autant plus 

prononcés lorsque le traitement s'étalent sur une longue période temporelle. Cet effet 

persiste jusqu'à l'âge adulte dans certaines études bien que la dose utilisée soit dans des 

limites physiologiques et bien au dessous d'une dose toxique. Ainsi, on peut s'interroger 

sur les conséquences d'un tel traitement sur les fonctions nerveuses chez le jeune rat ainsi 

que chez l'adulte. 

2.1.6. Effet chronique de la caféine en période postnatale sur le comportement 

Plusieurs études ont abordé les conséquences de la caféine administrée en période 

postnatale sur le développement comportemental et cognitif à long terme du rat parce qu'un 

tel traitement affecte le système adénosinergique. En effet, un traitement postnatal à la 

caféine administré du 2 e m c au 6 e m e jour après la naissance du raton modifie la capacité du rat 

juvénile à mémoriser des tâches (Fisher & Guillet, 1997). En effet, à l'âge d'un mois, le rat 

juvénile traité à la caféine présente une moins bonne capacité à mémoriser des tâches que le 

rat contrôle. A l'âge adulte, le traitement néonatal à la caféine diminue les performances 

mnésiques mais cet effet n'est observé que chez les mâles. L'activité motrice en réponse à 

la caféine a également été évaluée chez le rat traité à la caféine. A l'âge d'un mois, le rat 

traité présente une réponse locomotrice à la caféine plus faible que le rat contrôle au même 

âge (Guillet, 1990). Dans cette étude, l'effet à long terme de la caféine néonatale est 

spécifique au sexe puisque seuls les mâles sont affectés. Une étude récente montre 

également que le traitement néonatal à la caféine induit chez le rat âgé entre 1 et 2 mois une 

baisse de l'anxiété, une plus grande sensibilité à la chaleur et de mauvaises performances 

de conditionnement à la douleur (Pan & Chen, 2007). À l'âge adulte, les rats traités à la 

caféine en période néonatale présentent des performances d'apprentissage spatial moins 

élevées que les rats contrôles (Zimmerberg et al, 1991). En conclusion, l'exposition à la 

caféine durant les premiers jours de vie du raton altère le système adénosinergique du rat 

juvénile et adulte, et par conséquent modifie plusieurs fonctions comportementales. 

Cependant, aucune étude ne fait état des conséquences du traitement néonatal à la caféine 

sur d'autres fonctions du système nerveux, telles que le contrôle de la respiration, le 

contrôle de la fonction cardiovasculaire ou la régulation du sommeil. Pourtant, l'altération 



de ces fonctions vitales du système nerveux par la caféine peut avoir un impact important 

sur les fonctions physiologiques du système adénosinergique. 

2.2. Système de contrôle de la respiration 

Le rôle principal du système de contrôle de la respiration chez les mammifères est 

de maintenir un approvisionnement constant en oxygène et d'éliminer le gaz carbonique 

produit lors de la consommation d'oxygène. Pour y parvenir, le système nerveux 

commande les muscles respiratoires afin de générer une ventilation pulmonaire appropriée 

permettant les échanges gazeux au niveau des alvéoles pulmonaires et ainsi de maintenir 

des niveaux de 0 2 et CO2 sanguins dans des limites physiologiques optimales. Le système 

de contrôle de la respiration doit s'adapter aux différences demandes du métabolisme 

(exercice, maladie), ainsi qu'à une multitude de changements environnementaux (hypoxie, 

hypercapnie, altitude). Une altération du fonctionnement du contrôle respiratoire peut 

mener à des pathologies graves telles que les apnées obstructives du sommeil ou des apnées 

centrales, qui peuvent mettre enjeu l'homéostasie de l'organisme. 

Dans ce chapitre, les mécanismes du système de contrôle de la respiration ne seront 

pas abordés de façon exhaustive. En effet, un intérêt particulier sera porté sur le rôle de la 

neuromodulation adénosinergique dans le système de contrôle de la respiration, permettant 

ainsi de mieux comprendre l'impact potentiel d'un changement du système 

adénosinergique sur le fonctionnement du système nerveux. Le rôle des principaux 

neurotransmetteurs impliqués dans le contrôle respiratoire ne sera pas abordés, sauf 

lorsqu'ils interagissent avec le système adénosinergique. 

2.2.1. Génération de la respiration 

Commande respiratoire. Les centres de contrôle de la respiration sont situés dans le 

tronc cérébral (Figure 4), s'étalant du pont (la protubérance) à la moelle épinière. Le 

système de contrôle de la respiration est constitué de noyaux respiratoires recevant des 



afférences des aires corticales supérieures, du thalamus, des chémorécepteurs 

périphériques, des propriocepteurs musculaires (Figure 5) et envoyant des commandes 

motrices via des motoneurones au niveau des nerfs phréniques en direction du diaphragme 

(Figure 4) et au niveau des nerfs innervant les muscles des voies aériennes supérieures. Ce 

système produit une alternance entre l'activité inspiratoire générée par le diaphragme, les 

muscles intercostaux et les muscles des voies aériennes supérieures et l'activité expiratoire 

soit passive lors du repos ou active grâce aux muscles des voies aériennes supérieures, 

muscles abdominaux et intercostaux. 

Noyaux respiratoires du tronc cérébral Au niveau de la partie ventrolatérale du 

bulbe rachidien se situent plusieurs noyaux générant le rythme respiratoire (Figure 6). Le 

complexe préBotzinger (préBotzC) est considéré comme le centre générateur du rythme 

respiratoire (Smith et al, 1991). Le préBotzC contient plusieurs centaines de neurones 

générant spontanément une activité rythmique et exprimant le récepteur neurokinin NK1 

(récepteur cible pour la substance P), un marqueur unique du préBotzC au niveau de la 

partie ventrale du bulbe rachidien (Gray et al., 1999; Gray et al, 2001). Le rôle du 

préBotzC comme seul générateur du rythme respiratoire est actuellement le sujet d'un débat 

adroitement résumé dans une revue récente ayant pour titre Looking for inspiration 

(Feldman & Del Negro, 2006). En effet, des études proposent l'existence de nouveaux 

noyaux respiratoires formant le groupe respiratoire parafacial et chevauchant partiellement 

le noyau rétrotrapézoide (pFRG/RTN), générant également un rythme respiratoire 

indépendant du préBotzC et dont le cycle respiratoire débute légèrement avant (activité pré-

inspiratoire) le cycle généré par le préBotzC (Onimaru & Homma, 2003). A l'opposé de 

cette théorie, il a été proposé que les pFRG/RTN seraient responsables de l'activité dite 

expiratoire (Janczewski & Feldman, 2006; Mellen et al, 2003). Parce que l'existence d'un 

réseau respiratoire composé de deux générateurs indépendant l'un de l'autre (le préBotzC et 

les pFRG/RTN) a été démontré uniquement chez les rats nouveau-nés anesthésiés ou avec 

des préparations in vitro, des études complémentaires chez le rat adulte in vivo restent à 

réaliser. 



Figure 4. Système de contrôle de la 

respiration constitué du tronc 

cérébral regroupant le pont et le 

bulbe rachidien et plusieurs nerfs 

commandant l'activité respiratoire. 

Le nerf phrénique constitué de 

motoneurones commande l'activité 

du diaphragme et est responsable de 

l'activité lors de l'inspiration. Figure 

adaptée de Feldman et McCrimmon, 

Fundamentals of Neurosciences, 

2 e m e édition, Académie Press. 

ex te rnes 



Cortex -
Contrôle volontaire 
de la respiration 

Figure 5. Afférences modulant le système de contrôle de la respiration. Figure 

adaptée de Feldman et McCrimmon, Fundamentals of Neurosciences, 2 c m c 

édition, Académie Press. 



Figure 6. Représentation des principaux noyaux du tronc cérébral du rat 

impliqués dans le contrôle respiratoire. Cette figure est issue du chapitre de 

Feldman et McCrimmon du livre Fundamentals of Neuroscience, l s t Edition, L. 

Squire, Académie Press. NTS, nucleus tractus solitarus; LC, locus coeruleus; 

A5, aire A5; MPB/KF, noyau parabrachial médian et Kolliker Fuse; PGi, noyau 

paragigantocellulaire latéral; PréBôtC, complexe préBôtzinger, rVRG, partie 

rostrale du groupe ventral respiratoire; cVGR, partie caudale du groupe 

respiratoire ventral; BôtC, complexe Bôtzinger. 



Le rythme respiratoire est modulé par les structures pontiques du groupe respiratoire 

dorsal ou DRG (Figure 6 et 7) telles que le locus coeruleus (LC), le noyau parabrachial 

(MPB), le noyau Kôlliker-Fuse (KF) et l'aire A5 (Alheid et al, 2004) dont certains 

neurones projettent au niveau des noyaux respiratoires de la partie ventrolatérale du bulbe 

rachidien (VLM) et du nucleus tractus solitarus (NTS). Thomas Lundsen en 1923 rut le 

premier scientifique à noter le rôle du pont dans la génération du rythme respiratoire 

(Lumsden, 1923). En effet, en effectuant des transsections au niveau du pont, il remarqua 

l'apparition progressive d'apnées ou arrêts de la respiration. Par la suite, il a été démontré 

que le MPB et le KF sont deux structures ayant une activité phasique synchronisée à celle 

du RVLM et modulant l'activité rythmique du RVLM (pour des revues : St-John & Paton, 

2004; Ezure, 2004). La présence de projections allant du bulbe rachidien (NTS et complexe 

Botzinger) au pont a également été démontrée dans plusieurs études de traçage neuronale 

(Smith et al., 1989; Kalia, 1977). D'un point de vue fonctionnel, le rôle du pont n'est pas 

très clair. Il a été proposé que ces structures stimulent l'activité respiratoire en facilitant la 

transition entre inspiration et expiration (Feldman, 1976). Cependant, les structures du pont 

n'ont pas toutes les mêmes influences sur la respiration. En effet, le LC a un effet 

facilitateur noradrénergique sur le rythme respiratoire du rat (Li & Nattie, 2006), tandis que 

l'aire A5 un effet inhibiteur également noradrénergique chez le rat nouveau-né in vitro 

(Hilaire et al., 2004). Également, les structures pontiques régulent d'autres fonctions du 

système nerveux telles que la fonction cardiovasculaire et le sommeil. 



Figure 7. Schéma illustrant les structures impliquées dans le contrôle 

respiratoire et l'expression des récepteurs Ai (en orange) et A 2 A (en vert) de 

l'adénosine dans chacun des noyaux. Les structures sont projetées sur une 

coupe sagittale du tronc cérébral du rat pour permettre une meilleure 

représentation et compréhension de l'interaction des noyaux. NTS, nucleus 

tractus solitarus; LC, locus coeruleus; A5, aire A5; MPB/KF, noyau 

parabrachial médian et Kolliker Fuse; PGi, noyau paragigantocellulaire latéral; 

PréBotC, complexe préBôtzinger, rVRG, partie rostrale du groupe ventral 

respiratoire; cVGR, partie caudale du groupe respiratoire ventral; BotC, 

complexe Bôtzinger; pFRG/RTN, noyaux du groupe parafacial et rétro-

trapézoide; 7n, noyau facial; AP, area postrema; RVLM, médulla rostro-

ventro-latérale, CVLM, médulla caudo-ventro-latérale. Coupe sagittale du 

tronc cérébral du rat empruntée à Guyenet (2006). 



Le NTS est également une structure importante régulant l'activité respiratoire 

(Figure 7). Cette structure reçoit des afférences provenant du nerf du sinus carotidiens 

(chémoréception et baroréception), ainsi que des afférences provenant du nerf vague : 

fibres C bronchopulmonaires et méchanoréception (pour une revue : Kubin et al., 2006). 

Cette structure projette ses neurones en direction de la RVLM et des structures pontiques. 

Le NTS participe à des fonctions vitales de l'organisme, telles que la fonction 

cardiovasculaire et les réponses à l'hypoxie et l'hypercapnie. La micro-injection d'acides 

aminés excitateurs dans la partie rostroventrolatérale du NTS (rNTS) augmente la 

fréquence respiratoire du rat anesthésié, tandis que la même injection dans la partie caudale 

(cNTS) la diminue (Subramanian et al., 2007). Chez l'animal conscient, l'excitation du 

NTS par une acidification locale augmente la ventilation en augmentant le volume et la 

fréquence respiratoire (Nattie & Li, 2002). Ainsi, le NTS, en plus d'être un centre 

intégrateur des afférences chémo- et baro-sensibles, module également la génération de la 

ventilation au niveau de la RVLM. 

Rôle des récepteurs de l'adénosine dans le contrôle de la respiration. L'adénosine 

joue un rôle important au niveau du système de contrôle de la respiration. En effet, comme 

il l'a été démontré dans le chapitre précédent, les récepteurs Ai et A 2 A sont exprimés dans 

plusieurs noyaux respiratoires du tronc cérébral. La figure 7 présente une illustration 

schématisée des principaux noyaux respiratoires et de la présence de récepteurs de 

l'adénosine dans ces noyaux. Les récepteurs Ai (en orange) et A 2 A (en vert) de l'adénosine 

présentent des distributions hétérogènes au niveau du tronc cérébral et des corps 

carotidiens, et l'activation des récepteurs de l'adénosine au niveau de ces structures produit 

des effets divers sur l'activité respiratoire. En effet, plusieurs études se sont intéressées au 

rôle d'une administration systémique d'agonistes des récepteurs de l'adénosine sur 

l'activité respiratoire. La table 4 résume les effets physiologiques respiratoires de chacun 

des récepteurs de l'adénosine en tenant compte de l'état de conscience, de l'espèce et du 

ligand utilisé. En résumé, l'activation systémique du récepteur Ai de l'adénosine diminue 

la ventilation chez le rat anesthésié ou éveillé. Cet effet est probablement dû à l'activation 

des récepteurs Ai au niveau de la RVLM puisque l'application d'agoniste à ce niveau 

diminue la respiration. Cependant, l'utilisation d'un ligand activant les deux types de 

récepteurs produit des effets différents. En effet, chez le singe, l'activation des récepteurs 



de l'adénosine à l'aide d'un agoniste non-spécifique augmente la fréquence respiratoire, 

tandis que chez l'humain, une augmentation de la ventilation est présente. Finalement, 

l'augmentation du niveau d'adénosine au niveau des corps carotidiens augmente la 

ventilation précisant le lieu probable d'action de l'adénosine sur la ventilation. En effet, les 

récepteurs excitateurs A 2 A et A 2 B de l'adénosine sont exprimés au niveau des corps 

carotidiens (Conde et al, 2006) et pourraient jouer un rôle dans l'augmentation de la 

ventilation lors de l'injection systémique d'un agoniste non-spécifique pour les récepteurs 

de l'adénosine. 

En conclusion, au niveau central, l'activation des récepteurs Ai de l'adénosine 

diminue l'activité respiratoire et au niveau périphérique, l'adénosine l'augmente (le rôle 

périphérique de l'adénosine sera abordé ultérieurement dans la section s'intéressant à la 

réponse ventilatoire à l'hypoxie). Cependant, la plupart des études ayant étudié le rôle de 

l'adénosine au niveau central ont utilisé des ligands ayant peu de spécificités pour chacun 

des récepteurs de l'adénosine. Pourtant, les effets des récepteurs Ai et A 2 A de l'adénosine 

sont opposés et les deux types de récepteurs sont présents dans le tronc cérébral. Ainsi, il 

est difficile de définir leurs rôles dans le contrôle respiratoire en utilisant de tels ligands. 

Par conséquent, l'injection d'agonistes ou d'antagonistes spécifiques à chaque type de 

récepteur permettrait de mieux cibler le rôle de ces récepteurs dans l'activité respiratoire, en 

particulier le rôle du récepteur A 2 A de l'adénosine qui a été peu étudié. 



Table 4. Effets de l'activation des récepteurs de l'adénosine sur la ventilation. 

Drogue Voie V-E VT h Etat Espèce Références 

Agoniste A] 
(L-PIA) 

icv i i i Anesthésié Rat adulte 
(Wessberg et 

al, 1984) 

Agoniste A] 
(R-PIA) ip i = i Eveillé 

Lapin n-
nés 

(Runold et al, 
1986). 

Agoniste A ] / A 2 A 
(NECA) 

im = i î Eveillé Singe 
(Howell et al, 

1990) 
Agoniste A] 

(PIA) ip i = i Eveillé Rat adulte 
(Burr& 

Sinclair, 1988) 

Adenosine iv î - - Eveillé 
Humain 
adulte 

(Jonzon et al, 
1989) 

Inhibiteur de 
l'adénosine déaminase 

(EHNA) 
ic î î î Eveillé Rat adulte 

(Monteiro & 
Ribeiro, 1989) 

Inhibiteur de 
l'adénosine déaminase 

(EHNA) 

ic + 
nerf du 

sinus 
coupé 

= = = Eveillé Rat adulte 
(Monteiro & 

Ribeiro, 1989) 

Agoniste A i 
(R-PIA) 

R V L M - - In-vitro 
Encéphale 
isolé du rat 

n-né 

(Herlenius et al, 
1997) 

Antagoniste A] 
(DPCPX) + 

agoniste A, (R-PIA) 
R V L M - - = In-vitro 

Encéphale 
isolé du rat 

n-né 

(Herlenius et al, 
1997) 

Agoniste A J / A 2 A 
(NECA) 

NTS = î i Anesthésié Rat adulte 
(Barraco & 

Janusz, 1989). 

icv, intra-cérébro-ventriculaire; ip, intra-péritonéale, im, intra-musculaire; iv, intra-veineux; ic, intra-
carotidien; L-PIA, forme L du N6-phénylisopropyladénosine; R-PIA, forme R du N 6 -
phénylisopropyladénosine; NECA, 5'-N-éthylcarboxamide adenosine; EHNA, érythro-9-(2-hydroxy-3-
nonyl)adénine; DPCPX, 8-cyclopentyl-l,3-dipropylxanthine; RVLM, partie rostrale de la médulla ventro­
latérale. 

2.2.2. La réponse ventilatoire à l'hypercapnie 

L'activité respiratoire dépend fortement de la capacité du système de contrôle de la 

respiration à détecter des changements en oxygène, dioxyde de carbone et pH dans le sang. 

Durant une asphyxie, par exemple, le système détecte une élévation en C 0 2 artériel et une 

diminution d'oxygène artériel et induit une réponse ventilatoire pour éliminer le CO2 

excédentaire, et également augmenter le contenu en oxygène. La réponse ventilatoire à 

l'hypercapnie met en jeu des chémorécepteurs pour le CO2. Cependant, bien que l'on 

trouve des chémorécepteurs au CO2 en périphérie au niveau des corps carotidiens, la 



plupart sont situés dans le tronc cérébral et le cerveau (Ballantyne & Scheid, 2001). De 

nombreuses études se sont intéressées aux chémorécepteurs centraux et à la réponse 

ventilatoire à l'hypercapnie. 

Mécanismes de la réponse ventilatoire à l'hypercapnic II y a plus quarante ans, la 

réponse ventilatoire à l'hypercapnie était étudiée par R. Mitchell et ses collaborateurs. Dans 

une première étude, ces chercheurs ont observé une augmentation de la ventilation en 

réponse à une augmentation de CO2 inspiré ou une augmentation de la pCÛ2 au niveau de 

la partie ventrale du tronc cérébral chez le chat (Mitchell et al, 1963). Par la suite, d'autres 

chercheurs ont étudié le même phénomène chez la chèvre (Fencl et al, 1966) et chez le rat 

(Coates et al, 1993). Cet effet a été largement répliqué par la suite et les mécanismes 

centraux, ainsi que la localisation des chémorécepteurs (Figure 8, en rouge), ont été 

identifiés chez le rat (Nattie, 1999; Nattie & Li, 1996). En effet, une augmentation de la 

P a C 0 2 active les structures chémosensibles du tronc cérébral (Coates et al, 1993; Kawai et 

al, 1996; Berquin et al, 2000). Dans la partie ventrale du tronc cérébral, les cellules 

chémosensibles au CO2 ont été localisées dans le noyau rétrotrapézoïde, RTN, (Li & Nattie, 

2002; Guyenet et al, 2005; Mulkey et al, 2004), dans les complexes préBôtzinger et 

Bôtzinger et dans les noyaux du raphé médullaire (Nattie & Li, 2001). Au niveau du raphé 

médullaire, les neurones chémosensibles sont sérotoninergiques et projettent vers le NTS, 

le préBotzC, le complexe Bôtzinger, les noyaux moteurs de l'hypoglosse et du nerf 

phrénique et le nucleus ambigus (Richerson, 2004). Les neurones chémosensibles du raphé 

médullaire sont répartis proche de la surface du tronc cérébral, le long des principaux 

vaisseaux sanguins parcourant la surface ventrale du tronc (Bradley et al, 2002) permettant 

une détection rapide des changements de C02 /H + sanguins. Dans la partie dorsale du tronc 

cérébral, les neurones chémosensibles sont localisés dans le NTS (Nattie & Li, 2002), le 

locus coeruleus, LC, et l'area postrema, AP (Oyamada et al, 1998). Ils sont également 

localisés au niveau des motoneurones du noyau de l'hypoglosse responsable de l'activité du 

muscle génioglosse (voies aériennes supérieures) (Talley et al, 2000), et dans 

l'hypothalamus (Berquin et al, 2000; Williams et al, 2007). 

Le chémorécepteur au CO2. Au niveau de la cellule chémoréceptrice centrale, le 

CO2 n'est pas directement détecté. En effet, la cellule détecte les changements de pH 



provenant de la conversion du CO2 en bicarbonate et ions H + : 

H20 + C02 <=> HCO^ + H+. Plusieurs mécanismes permettent à la cellule de détecter une 

diminution de pH. Le mécanisme le plus simple est le suivant. Le CO2 diffuse dans la 

cellule, il produit des ions H + baissant ainsi le pH intracellulaire. Cette diminution de pH 

inhibe les canaux potassiques activés par le calcium, dépolarise la membrane, active les 

canaux calciques voltage-dépendant, et par conséquent augmente le Ca 2 + cytosolique 

(Lahiri & Forster, 2003). L'augmentation du niveau cytosolique de Ca 2 + provoque le 

relâchement des neurotransmetteurs. Ainsi, l'activation des récepteurs Ai ou A2A au niveau 

pré-synaptique, ayant pour conséquence d'inhiber le relâchement des neurotransmetteurs, 

peut potentiellement s'opposer ou exacerber l'effet du pH au niveau de la cellule 

chémosensible et ainsi changer le chémosensibilité de cette dernière. Cependant, cette 

hypothèse reste à tester. 
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Figure 8. Distribution des chémorécepteurs au CO2 au niveau d'une coupe 

sagittale du tronc cérébral du rat adulte. Les structures chémosensibles sont 

indiquées en rouge tandis que les autres noyaux respiratoires sont indiqués en 

bleu. Coupe sagittale histologique adaptée de (Guyenet, 2006). Les récepteurs 

A] et A2A de l'adénosine sont indiqués respectivement en orange et en vert. 

Cette illustration schématique ne représente que grossièrement la distribution 

des noyaux respiratoires afin de mieux comprendre le rôle de ces noyaux et des 

récepteurs de l'adénosine. Tous les noyaux sont projetés sur le même plan pour 

faciliter la compréhension. NTS, nucleus tractus solitarus; LC, locus coeruleus; 

A5, aire A5; MPB/KF, noyau parabrachial médian et Kolliker Fuse; PGi, noyau 

paragigantocellulaire latéral; préBôtC, complexe préBôtzinger, rVRG, partie 

rostrale du groupe ventral respiratoire; cVGR, partie caudale du groupe 

respiratoire ventral; BôtC, complexe Bôtzinger; pFRG/RTN, noyaux parafacial 

et rétro-trapézoide; 7n, noyau du nerf facial; AP, area postrema. 

Le rôle des récepteurs de l'adenosine dans la réponse ventilatoire à l'hypercapnic 

Quelques études se sont intéressées au rôle de l'adénosine dans la réponse ventilatoire à 

l'hypercapnie et sont résumées dans la Table 5. Ces études présentent des résultats 



relativement différents dépendant de l'espèce, de l'état de conscience (anesthésié versus 

éveillé) et de la drogue utilisée. Par exemple, la caféine augmente la réponse ventilatoire 

chez l'humain, tandis que la théophylline ne la modifie pas. Ainsi, le type de drogue 

administrée doit être choisi avec précaution si l'on désire comprendre le rôle de ces 

récepteurs. Par exemple, l'injection i.p. d'un agoniste spécifique pour le récepteur A] de 

l'adénosine accentue la réponse ventilatoire à l'hypercapnie (Burr & Sinclair, 1988). Ces 

résultats sont en opposition avec l'effet de la caféine sur la réponse à l'hypercapnie chez 

l'humain. Ces différences peuvent prendre leurs origines dans les différents profiles 

d'expression des récepteurs de l'adénosine rencontrés chez l'humain et le rat. Également, 

l'utilisation d'antagoniste pour les récepteurs de l'adénosine bloque l'effet endogène de 

l'adénosine tandis qu'un agoniste exogène produit un effet plus prononcé dû à sa grande 

affinité pour les récepteurs de l'adénosine. Quoiqu'il en soit, ces études démontrent que les 

récepteurs de l'adénosine jouent un rôle important dans la réponse ventilatoire à 

l'hypercapnie. Parce que l'administration systémique des antagonistes ou agonistes rend 

l'interprétation des résultats difficile, le rôle de l'adénosine a été étudié au niveau des 

structures chémosensibles du tronc cérébral dans des études s'intéressant au contrôle de la 

fonction cardiovasculaire. L'injection d'un agoniste du récepteur Ai (CPA) au niveau du 

NTS chez le rat anesthésié diminue le baroréflexe du rat (Scislo & O'Leary, 2005). A 

l'opposé, l'injection d'un agoniste des récepteurs A 2 A (CGS 21680) au niveau du NTS 

facilite la transmission du baroréflexe. Une étude similaire montre que l'activation des 

récepteurs Ai et A 2 A augmente et diminue la pression artérielle, respectivement (Scislo & 

O'Leary, 2002). 

Bien que ces études n'étudient pas les chémorécepteurs centraux spécifiquement, 

elle démontre que le rôle modulateur du NTS, une structure chémosensible au C 0 2 , peut 

être modifié par l'adénosine et/ou l'activation des récepteurs de l'adénosine. Au niveau du 

locus coeruleus (LC), une autre structure chémosensible, l'administration d'adénosine 

inhibe les potentiels d'action des neurones (Regenold & Illes, 1990), suggérant un rôle pour 

les récepteurs de l'adénosine dans cette structure. Cependant, les rôles spécifiques des 

récepteurs Ai et A 2 A n'ont pas été déterminés au niveau du LC. 



En conclusion, l'influence spécifique des récepteurs Ai et A 2 A de l'adénosine sur les 

structures nerveuses chémosensibles au C 0 2 n'a été que partiellement étudiée. Ainsi, les 

connaissances actuelles sur les mécanismes adénosinergiques modulant la réponse 

ventilatoire à l'hypercapnie ne sont pas complètes. L'utilisation de ligands spécifiques aux 

deux types de récepteurs de l'adénosine administrés lors de la mesure de la réponse 

ventilatoire à l'hypercapnie permettrait de mieux comprendre les rôles de ces récepteurs. 



Table 5. Effets de l'activation ou l'inactivation des récepteurs de l'adénosine 
sur la réponse ventilatoire à l'hypercapnie. 

Drogue Voie 

Réponse 
de 

c o 2 

Etat Espèce Références 

Antagoniste Ai /A 2 A 

Théophylline 
0 = Éveillé Humain (Griffiths et al., 

1997) 

Antagoniste A I / A 2 A 
Caféine 

0 t Éveillé Humain (D'Urzo et al, 1990) 

Agoniste A] 
(PIA) ip î Éveillé 

Rat adulte intact 
ou 

chémodénervation 
du nerf du sinus 

(Burr & Sinclair, 
1988) 

Agoniste A] 
(L-PIA) 

icv = Anesthésié Rat adulte 
(Wessberg et al., 

1984) 

O, administration orale; PIA, N6-phénylisopropyladénosine; ip, intra-péritonéal; icv, 
intra-cérébro-ventriculaire. 

2.2.3. La réponse ventilatoire à l'hypoxie 

La réponse ventilatoire à l'hypoxie. Lors d'une hypoxie, le système de contrôle de 

la respiration augmente la ventilation pulmonaire afin de répondre aux besoins en oxygène 

de l'organisme (Figure 9). Cette réponse à l'hypoxie est formé de plusieurs phases 

ventilatoires (Powell et al, 1998). La phase initiale de la réponse (les premières minutes) 

met en jeu des chémorécepteurs à l'oxygène situés dans les corps carotidiens (CB) et est 

caractérisée par une augmentation relativement rapide de la ventilation. Les phases 

subséquentes de la réponse à l'hypoxie sont contrôlées par les corps carotidiens et par 

différentes structures centrales du tronc cérébral telles que le NTS ou le partie ventrale du 

tronc cérébral. Durant ces différentes phases, la ventilation augmente progressivement et 

atteint un plateau. Par la suite, la ventilation diminue progressivement. On appelle cette 

dernière phase la dépression ventilatoire. Cette dépression ventilatoire est très prononcée 

chez les nouveau-nés pour lesquels le système de contrôle de la respiration est encore 

immature (Bissonnette, 2000). Des cellules chémosensibles ont également été identifiées au 

niveau des poumons sous la forme de corps neuro-épithéliaux (Cutz & Jackson, 1999; 



Youngson et al, 1993). Ces cellules chémosensibles servent de senseurs rapides à l'air 

inspiré, de modulateurs du tonus bronchomoteur, de régulateur de la croissance des cellules 

épithéliales des poumons, et permettent de réguler la croissance des poumons durant la 

gestation. Finalement, des cellules chémosensibles sont également présentes au niveau de 

l'arc aortique, mais ne seront pas abordées ici car leur rôle dans la réponse ventilatoire à 

l'hypoxie est moins important que celui des corps carotidiens (Lahiri et al, 1981). 

Figure 9. Réponse ventilatoire à l'hypoxie du rat mâle adulte. Mesures de la 

ventilation par pléthysmographie à corps entier et exposition à un mélange 

hypoxique de 12% d'oxygène pendant 20 minutes. Moyennes et erreur-types 

provenant d'un groupe de 12 rats mâles et adultes. 

Les corps carotidiens (CB). Dans les sections suivantes, nous nous intéressons aux 

principales structures périphériques chémosensibles que sont les corps carotidiens car elles 

participent à la plus grande partie de la réponse ventilatoire à l'hypoxie. En effet chez les 

patients souffrant des cancers de la gorge ou du larynx, l'ablation de tumeurs peut entraîner 

une chémodénervation du nerf reliant les corps carotidiens au tronc cérébral résultant en 

une élimination presque totale de la réponse ventilatoire à l'hypoxie (Moorthy et al, 1993). 

Chez le rat adulte, une chémodénervation chirurgicale réduit fortement la ventilation et la 



réponse à l'hypoxie (Martin-Body et al, 1986; Martin-Body et al, 1985). Bien que 

d'autres structures du système nerveux sont sensibles à l'oxygène (voir paragraphe 

précédent), ces études montrent que les corps carotidiens sont les principaux acteurs de la 

réponse ventilatoire à l'hypoxie. Les CB sont deux structures chémosensibles situées 

bilatéralement aux embranchements des carotides communes internes et externes 

(Figure 10). Les CB sont constitués d'une multitude de vaisseaux sanguins traversant des 

cellules chémosensibles (les cellules glomiques ou cellules de type I) permettant une 

détection précise et rapide des variations d'oxygène sanguine. Les CB sont également 

constitués de cellules de soutien. Les cellules glomiques sont groupées en amas de 5 à 12 

cellules innervées par une ou plusieurs fibres nerveuses provenant des ganglions pétreux et 

projetant vers le NTS au niveau du tronc cérébral en formant le nerf du sinus carotidien et 

le nerf glosso-pharyngien. 

Figure 10. Schéma illustrant la disposition des corps carotidiens et les circuits 

responsables du chémoréflexe respiratoire à l'hypoxie chez l'homme. Le 



panneau A représente les corps carotidiens situés à la bifurcation des carotides 

communes, le nerf du sinus carotidiens et le nerf glossopharyngien projetant au 

niveau du NTS (dans la partie dorsale du tronc cérébral). Le panneau B illustre 

la disposition des corps carotidiens au niveau de la bifurcation des carotides 

communes interne et externe. Illustration modifiée à partir de Sharp et 

Bernaudin (2004). 

Fonctionnement des chémorécepteurs. Les mécanismes de chémoréception au 

niveau des cellules glomiques ne sont pas encore parfaitement compris malgré une 

littérature abondante sur le sujet. Une première théorie, appelée théorie de la membrane, 

propose un effet direct de l'hypoxie sur l'activité membranaire des cellules glomiques 

(Gonzalez et al, 1994). L'hypoxie dépolarise directement la cellule glomique causant un 

influx de Ca 2 + au travers des canaux calciques, permettant un relâchement de 

neurotransmetteurs et déclenchant un influx nerveux à travers le nerf du sinus. Des études 

suggèrent que la dépolarisation de la membrane par l'hypoxie est due à l'inhibition de 

certaines classes de courants potassiques dans les cellules glomiques (Lopez-Barneo et al, 

2001). Bien que l'hypothèse membranaire explique la rapidité de la réponse à l'hypoxie au 

niveau du corps carotidiens, elle n'explique pas la précision et la capacité du système à 

répondre à plusieurs niveaux d'oxygène. Ainsi, une théorie plus récente propose l'existence 

d'hypothétique chémosomes, structures formées de protéines hèmes et de canaux ioniques 

sensibles aux variations d'oxygène (Prabhakar, 2006) et permettrait de réconcilier les deux 

hypothèses précédentes. Les protéines hèmes conféreraient aux chémosomes une sensibilité 

à une large étendue de niveau d'oxygène et les canaux ioniques sensibles à l'oxygène leur 

permettent une réponse rapide aux variations d'oxygène. 

Plusieurs neurotransmetteurs sont impliqués dans la transmission de l'information 

entre les cellules glomiques et les neurones du nerf du sinus. Les neurotransmetteurs 

conventionnels sont l'acétylcholine, la noradrénaline, la dopamine et la sérotonine, les 

neuropeptiques comme les enképhalines, la substance P, l'ATP et les acides aminés comme 

le GABA. Les neurotransmetteurs non-conventionnelles (qui ne sont pas stockés dans des 

vésicules) sont le NO, le CO, ou encore l'adénosine. Cependant, le mécanisme par lequel 



les cellules glomiques activent les neurones du nerf du sinus n'est pas encore bien compris. 

En effet, lors d'une hypoxie, les cellules glomiques relâchent aussi bien des 

neurotransmetteurs inhibiteurs (dopamine) qu'excitateurs (acétylcholine, substance P, 

adenosine) (Fitzgerald et al, 1999; Fitzgerald et al, 2006b). Plus précisément, des 

récepteurs muscariniques et nicotiniques sont présents dans les terminaux du nerf du sinus 

carotidiens et dans les cellules glomiques et sont activés par l'acétylcholine lors de 

l'hypoxie (Shirahata et al, 2007). Egalment, l'ATP est un agent excitateur chémosensible 

des corps carotidiens (Zapata, 2007). Il est important de préciser que l'adénosine est un 

produit de la dégradation de l'ATP libéré dans la cellule lors de l'hypoxie. 

Il est important de noter que les corps carotidiens sont également sensibles aux 

variations de CÛ2 /H + artériel. L'augmentation du CO2 artériel accentue la réponse 

ventilatoire à l'hypoxie en diminuant le pH des cellules glomiques, en augmentant le 

calcium intracellulaire, ou en inhibant les canaux potassiques (Lahiri & Forster, 2003). 

Ainsi, afin d'évaluer uniquement la réponse ventilatoire à l'hypoxie, il est nécessaire de 

maintenir l'animal dans des conditions isocapniques. 

En résumé, lors d'une hypoxie, la cellule glomique détecte la baisse en oxygène et 

relâche plusieurs neurotransmetteurs dans la fente synaptique. Ces derniers se fixent aux 

récepteurs post-synaptiques des neurones du nerf du sinus et un influx nerveux se propage 

le long des fibres projetant au niveau du NTS dans le tronc cérébral. La stimulation du NTS 

a pour conséquence d'accélérer le rythme respiratoire généré par les structures ventrales du 

bulbe rachidien qui, à leurs tours, accentuent et accélèrent l'activité du nerf phrénique 

commandant le diaphragme. 

Rôle de l'adénosine au niveau du corps carotidiens. L'adénosine est un 

neuromodulateur impliqué dans le fonctionnement des corps carotidiens. Bien que les 

récepteurs A 2 A de l'adénosine ait été identifiés dans les corps carotidiens du rat adulte par 

immunohistochimie (Gonzalez et al, 1994; Conde et al, 2006), Northern blot (Bairam & 

Carroll, 2005; Bairam et al, 2006b), et RT-PCR (Kobayashi et al, 2000; Bairam et al, 

2006b), les récepteurs Ai de l'adénosine ont été détectés par RT-PCR uniquement (Bairam 



& Carroll, 2005; Bairam et al, 2006b). Ce récepteur n'est donc pas fortement exprimé dans 

les corps carotidiens et n'a probablement pas de rôle fonctionnel au niveau de ces 

structures. Le récepteur A 2 B a également été détecté dans les corps carotidiens (Conde et 

al, 2006), mais sa basse affinité pour l'adénosine suggère que ce type de récepteur ne joue 

pas de rôle important dans la neurotransmission des corps carotidiens en conditions 

physiologiques (Sebastiao & Ribeiro, 1996). Ainsi, le récepteur A 2 A de l'adénosine est le 

principal type de récepteur de l'adénosine impliqué dans le corps carotidiens. Des études in 

vitro montrent que l'hypoxie augmente le relâchement d'adénosine endogène au niveau des 

corps carotidiens (Gonzalez et al., 1994; Conde & Monteiro, 2004). Également, l'activation 

des récepteurs A 2 A stimule le relâchement des catécholamines dans le corps carotidiens du 

rat in vitro (Conde et al, 2006), augmente l'activité du nerf du sinus du chat adulte in vitro 

(Runold et al, 1990), et finalement augmente la ventilation du rat anesthésié (Monteiro & 

Ribeiro, 1987). Ces résultats indiquent que l'adénosine possède un rôle stimulateur dans les 

corps carotidiens, qui contribue probablement à l'augmentation de l'activité respiratoire 

lors de l'hypoxie. Cette hypothèse est appuyée par le fait que, chez l'humain, l'injection 

systémique d'adénosine accentue la réponse ventilatoire à l'hypoxie (Maxwell et al, 1986; 

Yamamoto étal, 1994). 

Les mécanismes responsables du relâchement des catécholamines lors de 

l'activation des récepteurs A 2 A de l'adénosine ont été en partie élucidés au niveau de la 

cellule glomique du rat. La liaison de l'adénosine au récepteur A 2 A au niveau pré-

synaptique augmente l'AMPc et la protéine kinase A (PKA), bloque les canaux 

potassiques, dépolarise la membrane, ouvre les canaux calciques voltage-dépendant, 

augmente le Ca 2 + intracellulaire, et provoque le relâchement des neurotransmetteurs 

(Gonzalez et al, 1994). L'administration d'un agoniste spécifique au récepteur A 2 A 

(CGS21680) augmente le calcium intracellulaire des cellules glomiques, tandis que 

l'antagoniste (ZM241385) inhibe cette augmentation (Xu et al, 2006). Une augmentation 

similaire de calcium est observée lors de l'administration de forskoline (qui augmente le 

niveau d'AMPc stimulant ainsi l'adénylate cyclase), montrant que l'AMPc fait partie de la 

cascade moléculaire responsable du relâchement des neurotransmetteurs suite à l'activation 
2_|_ 

du récepteur A 2 A . En appui au rôle de la PKA, son inhibition diminue le niveau de Ca z" (Xu 

et al, 2006). L'ensemble de ces études montrent que l'adénosine en se liant aux récepteurs 



A 2 A au niveau pré-synaptique induit le relâchement des neurotransmetteurs en activant 

plusieurs seconds messagers tels que l'AMPc et la PKA. 

Rôle de Vadenosine au niveau central. Les corps carotidiens sont les plus 

importantes structures chémosensibles à l'oxygène et ils projettent au niveau du NTS, une 

structure du tronc cérébral exprimant les récepteurs Ai et A 2 A de l'adénosine. Or, l'activité 

neuronale du NTS peut être modulée par l'adénosine et peut donc potentiellement modifier 

le rôle des afférences sensorielles provenant des corps carotidiens. Il a été démontré que, 

durant une hypoxie, une augmentation de la concentration en adenosine a lieu au niveau du 

NTS (Gourine et ai, 2002). Cependant, l'impact de cette augmentation sur la réponse 

ventilatoire n'est pas clair. En effet, l'injection au niveau du NTS de l'antagoniste DPCPX 

bloquant le récepteur Ai n'affecte par le chémoréflexe artériel au KCN (de Paula & 

Machado, 2001). Bien que le rôle des récepteurs A] sur la réponse ventilatoire à l'hypoxie 

n'ait pas été spécifiquement établi, ces études suggèrent que ce type de récepteur au niveau 

du NTS n'est pas fortement impliqué dans la réponse ventilatoire à l'hypoxie. Cette 

hypothèse reste cependant à être testée. Également, le rôle du récepteur A 2 A au niveau du 

NTS dans la réponse ventilatoire à l'hypoxie n'est pas élucidé. Ainsi, l'état actuel de la 

recherche ne donne pas de réponse claire quant aux rôles des récepteurs de l'adénosine du 

NTS dans la réponse ventilatoire à l'hypoxie. 

Rôle de l'adénosine dans la dépression ventilatoire lors de l'hypoxie. Plusieurs 

minutes après le début de l'hypoxie, la ventilation diminue progressivement. Cette 

dépression ventilatoire est d'autant plus forte chez le nouveau-né (Bissonnette, 2000). Il a 

été suggéré que l'adénosine joue un rôle dans cette dépression. En effet, une étude chez 

l'agneau a démontré que l'administration systémique d'un agoniste au récepteur A 2 A de 

l'adénosine (ZM241385) élimine la dépression ventilatoire observée durant l'hypoxie 

(Koos et al., 2005), tandis que le DPCPX, un antagoniste du récepteur Ai, n'a pas d'effet. 

Dans cette étude, le blocage des récepteurs de l'adénosine ne semble pas influencer la 

phase initiale de la réponse à l'hypoxie, un effet également observé lors de la mesure de 

l'activité du nerf du sinus carotidien chez le chat (Bairam et al, 1997). 



2.2.4. Effets à long terme de la caféine sur le contrôle nerveux de la respiration 

L'ensemble des études présentées dans les sections précédentes suggère que le 

système adénosinergique joue un rôle important dans le contrôle de la respiration. Ainsi, 

une altération du système adénosinergique peut potentiellement modifier le fonctionnement 

du système de contrôle respiratoire. Des composés exogènes agissant sur les récepteurs de 

l'adénosine, tels que les agonistes ou antagonistes de l'adénosine, ont potentiellement la 

capacité de modifier l'expression, l'affinité, la distribution, et finalement le rôle fonctionnel 

des récepteurs de l'adénosine. 

Effets d'une exposition chronique à la caféine durant la gestation. Plusieurs études 

s'intéressent aux effets de la consommation de caféine par la mère durant la gestation sur le 

développement du contrôle respiratoire du fœtus et du nouveau-né. L'administration de 

caféine durant la gestation du rat a pour conséquences d'augmenter la fréquence 

respiratoire mesurée à l'aide d'une préparation in vitro d'encéphale isolé du raton et 

d'accentuer la réponse de la fréquence respiratoire à l'hypoxie (Herlenius et al, 2002; 

Bodineau et al, 2003). Selon des études mesurant l'activité des neurones du tronc cérébral 

par immunohistochimie de la protéine Fos (indicateur de l'activité neuronale), cette 

modification de la fréquence respiratoire serait due à une augmentation de l'activité 

neuronale au niveau du DRG, plus particulièrement au niveau du noyau parabrachial 

médian (Saadani-Makki et al, 2004). Toutefois, peu d'études s'intéressent aux 

conséquences à long terme de la caféine in utero sur le développement du système de 

contrôle de la respiration chez le rat. Une seule étude montre cependant que la caféine in 

utero augmente la production d'apnée chez le rat adulte (Tye et al, 1993). 

Bien que les études traitant des conséquences de la caféine in utero soient 

pertinentes du point de vue clinique, elles sont limitées par le modèle expérimental utilisé. 

En effet, la mesure de la réponse ventilatoire à l'hypoxie à l'aide d'un préparation in vitro 

dans laquelle les chémorécepteurs périphériques sont absents n'est pas représentative du 

comportement respiratoire de l'animal intact. Ainsi, on peut s'interroger sur les 

conséquences provoquées par la caféine en période néonatale sur le développement du 

contrôle respiratoire du rat intact. 



2.3. Système cardio-vasculaire 

2.3.1. Régulation de la fonction cardiovasculaire 

Le système cardiovasculaire est en grande partie régulé par le système nerveux 

autonome grâce à deux systèmes complémentaires, les systèmes sympathique et 

parasympathique. Le contrôle nerveux du système cardiovasculaire opère principalement 

par des neurones du système parasympathique qui innervent le cœur, ainsi que par trois 

classes différents sympathiques (barosensibles, thermosensibles, et glucosensibles) qui 

innervent les vaisseaux sanguins, le cœur, les reins et la médulla surrénale (Guyenet, 2006). 

Ces trois groupes différents jouent des rôles dominants dans la régulation à long et à court 

terme de la pression artérielle. L'activité de base du système cardiovasculaire est régulée 

par différentes structures nerveuses (Figure 11) : la moelle épinière, la CVLM, la RVLM, 

contenant le noyau rétrofacial (Dampney, 1994), le NTS, le MPB et l'hypothalamus 

(Horiuchi et al, 2006). 
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Figure 11. Représentation schématisée du système de contrôle cardio­

vasculaire chez le rat. Les récepteurs Ai et A 2 A de l'adénosine sont indiqués 



respectivement en orange et en vert. Cette illustration schématique ne 

représente que grossièrement la distribution des noyaux impliqués dans la 

régulation de la fonction cardiovasculaire afin de mieux comprendre le rôle de 

ces noyaux et des récepteurs de l'adénosine. Tous les noyaux sont projetés sur 

le même plan pour faciliter la compréhension. MPB, noyau médian 

parabrachial; NTS, nucleus tractus solitarus; AP, area postrema; A5, aire A5; 

RVLM, partie rostrale de la médulla ventrolatérale; CVLM, partie caudale de la 

médulla ventrolatérale. Coupe sagittale histologique adaptée de Guyenet 

(2006). 

Régulation de la pression artérielle. La pression artérielle dépend de la résistance 

vasculaire et du débit cardiaque, deux variables contrôlées par le système nerveux 

autonome et l'interaction des structures citées précédemment. La résistance vasculaire 

dépend de l'activité du système sympathique qui induit au niveau des artérioles une 

vasoconstriction. La RVLM contrôle ce tonus vasculaire et contient la majorité des 

neurones pré-sympathiques qui activent les neurones sympathico-excitateurs situés dans la 

moelle épinière (Dampney et al, 2003). Le débit cardiaque dépend de la contraction du 

myocarde et du rythme cardiaque; deux variables contrôlées par les systèmes sympathiques 

(origine au niveau de la RVLM) et parasympathiques (origine au niveau de la CVLM). Le 

système nerveux autonome ajuste ces différentes variables en fonction des besoins de 

l'organisme, du comportement, de l'environnement et des émotions (stress). Le système 

sympathique barosensible permet d'ajuster la pression artérielle en réponse à une 

augmentation de pression. Les afférences provenant des neurones sensibles à l'extension 

(dans les poumons) ou sensibles à une augmentation ou à une baisse de pression artérielle 

(récepteurs carotidiens et aortiques) inhibent l'activité du nerf sympathique par 

l'intermédiaire d'une structure relais le nucleus tractus solitarus. 

Le NTS est le principal site intégrateur du contrôle cardiovasculaire. Il reçoit des 

entrées directes provenant des afférents cardio-pulmonaires (barorécepteurs artériels et 

chémorécepteurs périphériques) et somatiques (Guyenet, 2006). Le NTS projette vers 

plusieurs structures nerveuses telles que le groupe A5, les noyaux caudaux du raphé, la 



RVLM et l'hypothalamus. La plupart de ces connexions sont réciproques. Le rôle du NTS 

est d'intégrer l'ensemble des informations provenant des barorécepteurs et des 

chémorécepteurs et de moduler la médulla ventrolatérale. Les structures pontiques (MPB, 

KF et LC) jouent également un rôle dans l'activité sympathique (Guo et al, 2002). Elles 

reçoivent des afférences provenant de différentes structures nerveuses supérieures telles que 

le noyau paraventriculaire de l'hypothalamus qui projette au niveau de la RVLM et qui est 

impliqué dans la réponse au stress (Sved et al., 2002). 

2.3.2. Rôle des récepteurs de l'adénosine dans la fonction cardiovasculaire 

Les récepteurs de l'adénosine sont présents dans la majorité des structures 

impliquée dans la régulation de la fonction cardiovasculaire, y compris dans le cœur 

(Lasley & Smart, 2001) et les muscles lisses des vaisseaux sanguins (Tawfik et al., 2005). 

La figure 11 présente la répartition générale des récepteurs de l'adénosine dans le NTS, la 

RVLM et la CVLM. Grâce à la distribution ubiquiste des récepteurs de l'adénosine, 

l'adénosine module la fonction cardiovasculaire. Cependant, l'impact de l'adénosine 

endogène sur la fonction cardiovasculaire n'est pas clair et dépend de plusieurs paramètres 

tels que l'état de conscience de l'organisme, de l'espèce animal, et du type d'expériences. 

Ainsi, la Table 6 permet de mieux comprendre les études s'étant intéressées au rôle de 

l'adénosine dans la fonction cardiovasculaire. 

La pression artérielle. Chez l'animal éveillé, le récepteur Ai agit en périphérie et 

diminue la pression artérielle, tandis que le récepteur A 2 A agit au niveau central en 

diminuant également la pression. Pour comprendre les mécanismes par lesquels les 

récepteurs de l'adénosine régulent la pression artérielle, des études ont injecté de 

l'adénosine dans les structures impliquées dans le contrôle de la pression artérielle. Au 

niveau de la RVLM, par exemple, l'injection d'adénosine augmente la pression artérielle 

(Thomas & Spyer, 1996). Cet effet est bloqué par l'administration du 8-SPT, un 

antagoniste non-spécifique des récepteurs de l'adénosine. Bien que cette augmentation de la 

pression n'ait pas encore été élucidée, on peut supposer que c'est en se liant aux récepteurs 

excitateurs A 2 A que l'adénosine stimule la RVLM et augmente la pression artérielle. 



Table 6. Effets de l'activation des récepteurs de l'adénosine sur l'activité 
cardiovasculaire. 

Drogue Voie 
Pression 
artérielle 

Rythme 
cardiaque 

Etat Espèce Références 

Adenosine iv Î î Éveillé 
Humain 
adulte 

(Biaggioni et al., 1987; 
Biaggioni et al, 1991a) 

Agoniste A] 
(CPA) ip 1 Eveillé Rat adulte (Schindler et al., 2005) 

Agoniste A 2 A 
(CGS21680 ip Î 1 Éveillé Rat adulte 

(Schindler et al., 2005; 
Dhalla et al., 2006) 

Agoniste A i 
(CPA) + blocage 
périphérique non-

spécifique 

ip - - Éveillé Rat adulte (Schindler et al., 2005) 

Agoniste A 2 A 
(CGS21680) + 

blocage 
périphérique non-

ip t i Éveillé Rat adulte 
(Schindler et al, 2005; 

Dhalla et al, 2006) 

spécifique 

Au niveau du NTS, la micro-injection du CPA, un agoniste des récepteurs Ai, 

augmente la pression artérielle (Scislo & O'Leary, 2002). Il a été proposé que l'activation 

du récepteur Ai inhibe le relâchement du glutamate au niveau des neurones du NTS 

provenant des barorécepteurs cardiopulmonaires et artériels (Scislo & O'Leary, 2002; 

Barraco et al, 1991). Cette inhibition élimine alors le frein que le baroréflexe exerce sur la 

pression artérielle dans des conditions normales. En appui à cette hypothèse, le blocage de 

la neurotransmission glutamatergique par le kynurénate au niveau du NTS élimine 

l'augmentation de la pression artérielle provoquée par le CPA (agoniste Ai). L'effet opposé 

est observé lors de l'injection du CGS21680, un agoniste A 2 A , au niveau du NTS, avec une 

diminution de la pression artérielle (Barraco et al, 1991; Barraco et al, 1996). 

Le rythme cardiaque. Le contrôle du rythme cardiaque met en jeu des structures 

similaires mais le rythme cardiaque réagit différent à l'adénosine que la pression artérielle 

(Table 6). En effet, l'administration systémique d'agoniste Ai ou A 2 A diminue chacun le 



rythme cardiaque. Au niveau du NTS, la micro-injection du CPA, un agoniste des 

récepteurs Ai, diminue le rythme cardiaque (Scislo & O'Leary, 2002; Barraco et al., 1991), 

tandis que l'injection du CGS21680, un agoniste A 2 A au niveau du NTS, le diminue 

(Barraco et al, 1991; Barraco et al, 1996). 

D'un point de vue physiologique, les rôles du NTS dans le baroréflexe et dans le 

chémoréflexe à hypoxie sont différents. En effet, en réponse à une augmentation de la 

pression artérielle (activation des barorécepteurs), le NTS doit diminuer l'activité 

sympathique. En réponse à une diminution en oxygène (activation des chémorécepteurs), le 

NTS augmente la ventilation et le rythme cardiaque. Ainsi, il n'est pas étonnant que les 

rôles des récepteurs de l'adénosine soient différents lorsqu'il s'agit du baroréflexe et du 

chémoréflexe. Ceci suggère l'existence au niveau du NTS d'au moins deux réseaux 

différents modulant chacun une fonction distincte. La partie rostrale du NTS est impliquée 

principalement dans le contrôle cardiovasculaire, tandis que la partie caudale dans le 

contrôle respiratoire et du rythme cardiaque (Housley et al, 1987; Housley & Sinclair, 

1988). 

2.3.3. Effets à long terme de la caféine sur le système cardiovasculaire 

Quelques études se sont intéressées aux effets d'une administration chronique de 

caféine sur la pression artérielle de sujets adultes. L'administration de caféine durant 24h a 

pour effet d'augmenter de quelques millimètres de mercure la pression artérielle chez 

l'humain adulte (Jee et al, 1999; Noordzij et al, 2005). Chez le rat, d'autres études 

montrent que l'administration chronique du DPSPX, un antagoniste non-spécifique des 

récepteurs de l'adénosine, pour une durée de 7 jours induit une hypertension pouvant 

persister jusqu'à plusieurs mois après le traitement (Albino-Teixeira et al, 1991; Guimaraes 

& Albino-Teixeira, 1996). L'administration chronique de caféine au rat pendant 2 semaines 

augmente également la pression artérielle et le rythme cardiaque (White & Nguyen, 2002). 

Ces effets sont probablement dû à l'augmentation de l'expression des récepteurs de 

l'adénosine observée suite à l'administration chronique de caféine (Boulenger et al, 1983). 

Cependant, l'utilisation de souris transgéniques dont le gène codant pour le récepteur A] de 



l'adénosine a été supprimé montre des effets surprenants. En effet, les souris n'exprimant 

pas le récepteur A] de l'adénosine présentent également une hypertension sévère à l'âge 

adulte (Brown et al, 2006). Ainsi, l'absence ou la surexpression du récepteur de 

l'adénosine semble provoquer des effets comparables. Les mécanismes mis enjeu dans cet 

effet chronique ne sont donc pas claires, mais ont peut-être une origine autre que le 

changement d'expression du récepteur de l'adénosine dans la cellule nerveuse. En effet, il 

est possible que la caféine altère la structure des vaisseaux sanguins, changeant ainsi la 

vasomotricité de ces derniers, plutôt que que de modifier la commande sympathique 

(Albino-Teixeira et al., 1991; Guimaraes et al, 2003). 

2.4. Métabolisme 

Rôle des récepteurs de l'adénosine dans le métabolisme. L'adénosine est un 

régulateur de l'homéostasie de la cellule et résulte de la dégradation de l'ATP. Plusieurs 

études se sont intéressées au rôle de l'adénosine dans la régulation du métabolisme de la 

cellule et de l'organisme. Le rôle de l'adénosine comme régulateur de l'énergie a été évalué 

en mesurant la consommation de glucose dans le cerveau du rat. L'injection aiguë de 

caféine augmente la consommation de glucose du cerveau de 15% (Nehlig et al, 1984; 

Nehlig et al, 1986). Ces résultats suggèrent que la caféine en bloquant les récepteurs de 

l'adénosine annule l'effet régulateur inhibiteur de cette substance dans la cellule et 

augmente la consommation d'énergie. Un autre indice permet d'évaluer le métabolisme 

chez le rat. En effet, la consommation d'énergie produit de la chaleur se traduisant par une 

augmentation de la température corporelle. L'activation systémique des récepteurs de 

l'adénosine (agoniste non-spécifique R-PIA) chez le rat diminue la température corporelle 

(Burr & Sinclair, 1988). A l'opposé, chez les souris dont le gène codant pour le récepteur 

A] de l'adénosine a été supprimé, la température corporelle est plus élevée que chez les 

souris de type sauvage (Yang et al, 2007). La diminution de température lors de 

l'activation des récepteurs de l'adénosine chez le rat et l'élévation de température chez les 

souris knockout démontrent indirectement le rôle de l'adénosine dans la régulation de la 

température corporelle. Bien que la température corporelle ne soit qu'un indicateur indirect 

de la consommation d'énergie, ces études démontrent que l'adénosine module la production 



de chaleur et donc indirectement la consommation d'énergie. Un résultat surprenant de 

l'étude utilisant les souris knockout est que cette élévation de température n'est observée 

que chez les femelles. Cette spécificité requiert des études complémentaires afin de 

comprendre les rôles des récepteurs A] de l'adénosine chez les femelles et les mâles. En 

conclusion, ces études mettent en évidence le rôle régulateur du récepteur Ai dans plusieurs 

facteurs régulant le métabolisme de la cellule. Cependant, aucune étude ne s'est intéressée 

aux rôles des récepteurs de l'adénosine dans la relation ventilation-métabolisme. Cette 

aspect se doit d'être adressé afin de comprendre le rôle de chaque récepteur dans la 

régulation du métabolisme du rat. 

Impact d'un blocage chronique des récepteurs de l'adénosine par la caféine sur le 

métabolisme. L'administration chronique de caféine pendant deux semaines chez le rat 

adulte augmente la consommation de glucose dans le LC et les noyaux dorsaux du raphé, 

mais cette augmentation est moins étendue que lors d'une administration aiguë de caféine 

(Nehlig et al, 1986). Le traitement chronique n'a pas d'impact sur la pÛ2, mais diminue 

légèrement la pCÛ2. L'administration de caféine pendant une longue période a des effets 

similaires mais moins prononcés (6 structures affectées sur un total de 62) que lors d'une 

administration aiguë de caféine (20 structures sur 62). Ces résultats montrent un effet de 

tolérance lors de la consommation chronique et répétée de caféine. 

2.5. Régulation des stades d'éveil-sommeil 

Le sommeil est un état physiologique, réversible, durant lequel l'activité motrice est 

réduite et la réactivité aux stimuli externes est diminuée. Durant le sommeil, le 

métabolisme et l'activité cérébrale subissent des changements importants. Par exemple, 

l'activité respiratoire est grandement atténuée durant le sommeil à ondes lentes. En 

particulier, l'activité diaphragmatique est plus régulière durant le sommeil à ondes lentes 

que durant l'éveil et l'activité musculaire des voies aériennes supérieures est fortement 

réduite. Chez l'humain, la ventilation et la réponse ventilatoire au CO2 sont plus basses lors 

du sommeil à ondes lentes que lors de l'éveil (Gothe et al, 1981). Chez le rat, des 

changements similaires sont observés, car la respiration, le rythme cardiaque et la pression 



artérielle diminuent et sont plus stables durant le sommeil à ondes lentes qu'aux autres 

stades d'éveil-sommeil (Stephenson et al, 2001; Nattie, 2001). Chez le rat toujours, la 

réponse ventilatoire à l'hypercapnie diminue lors du sommeil (Peever & Stephenson, 

1997). Durant le sommeil paradoxal, la respiration est plus prononcée et plus instable que 

durant le sommeil à ondes lentes et le rythme cardiaque et la pression artérielle augmentent 

également. Dans certaines conditions, la modulation de l'activité respiratoire durant le 

sommeil mène à des désordres respiratoires, tels que les apnées obstructives et centrales du 

sommeil (White, 2005). En effet, la diminution de l'activité inspiratoire des muscles des 

voies aériennes observées durant le sommeil participe à l'obstruction observées chez les 

patients souffrant d'apnées obstructives du sommeil. D'une façon similaire, la respiration 

périodique ou respiration de Cheyne-Stokes est le plus souvent observée durant le sommeil 

(Cherniack et al, 2005). Par conséquent, étant donné le rôle modulateur du sommeil dans 

le contrôle respiratoire, l'étude de la régulation du sommeil et de la respiration durant les 

stades d'éveil-sommeil est nécessaire pour déterminer précisément le phénotype 

respiratoire du rat; en particulier dans le contexte de l'utilisation d'un drogue agissant sur 

un système fortement impliqué dans la régulation du sommeil tel que le système 

adénosinergique. 

2.5.1. Stades d'éveil-sommeil 

Trois types de stades d'éveil-sommeil sont définis chez le rat (Figure 12): l'éveil, le 

sommeil à ondes lentes (ou sommeil calme, sommeil non-REM) et le sommeil paradoxal 

(ou sommeil agité, sommeil REM pour Rapid-Eye Movement). Durant le sommeil non-

REM, l'électroencéphalogramme (EEG) mesuré à la surface du crâne est caractérisé par des 

ondes lentes de grandes amplitudes. À ce stade, le corps est au repos avec une absence 

d'activité motrice. Le sommeil REM est caractérisé par une atonie musculaire, l'activation 

de plusieurs régions du cerveau se traduisant par une activité EEG intense à basse 

amplitude, par des sursauts musculaires et des mouvements oculaires. Durant le sommeil 

REM, on observe des variations de rythmes respiratoire, cardiaque et de pression artérielle. 
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Figure 12. Électroencéphalogramme (EEG) et électromyogramme des muscles 

de la nuque (EMG) du rat adulte aux différents stades d'éveil-sommeil. L'éveil 

est caractérisé par une activité EEG avec des fréquences relativement élevées et 

une basse amplitude, ainsi que par une activité EMG. Le sommeil à ondes 

lentes présente une activité EEG avec de basses fréquences et des hautes 

amplitudes, et pas d'activité EMG. Le sommeil paradoxal exhibe une activité 

EEG de haute fréquence et basse amplitude et sans activité musculaire tonique. 

Les signaux proviennent d'un rat contrôle et sont mesurés par télémétrie et 

pléthysmographie dans notre laboratoire. 

2.5.2. Structures impliquées dans la régulation des stades d'éveil-sommeil. 

Moruzzi et ses collègues en 1949 furent les premiers à décrire les structures régulant 

le sommeil et à avoir proposé l'existence de la formation réticulaire ascendante maintenant 

le télencéphale, le thalamus, l'hypothalamus et le cortex éveillés (Neylan, 1995). Les études 

succédant à ces travaux ont défini plusieurs structures régulant les stades d'éveil-sommeil : 

le tronc cérébral, le télencéphale basai (BF pour basai forebrain), l'hypothalamus et le 

thalamus (Figure 13). 

Tronc cérébral. Le formation réticulaire du tronc cérébral ascendante permet de 

maintenir éveillé les structures rostrales au pont. Les structures du tronc cérébral 

impliquées dans la régulation du sommeil sont le locus coeruleus (LC) composé de 



neurones noradrénergiques et les noyaux du raphé dorsal composés de neurones 

sérotoninergiques, projettent vers le télencéphale basai, le thalamus, l'hypothalamus, le 

néocortex, et le cervelet, et reçoivent des afférences des structures pontiques avoisinantes 

(Kalia, 2006). Le LC est impliqué dans la régulation des entrées sensorielles et de l'activité 

corticale, et également dans l'atonie musculaire observée durant le sommeil paradoxal. 

Parce que ces deux structures pontiques sont inactives durant le sommeil paradoxal, les 

neurones de cette structure sont dits neurones REM-off (McCarley, 2007). En effet, Jouvet 

et ses collègues ont démontré que lorsque le cerveau est sectionné juste au dessus du pont, 

l'activité observée lors du sommeil paradoxal est toujours présente au niveau du tronc 

cérébral mais n'est plus observée au niveau du cortex (Jouvet, 1994). À la limite rostrale du 

tronc cérébral, le noyau tégmental latérodorsal (LDT) et le noyau pédonculopontique (PPT) 

sont deux structures cholinergiques du tronc cérébral recevant des afférences sensorielles et 

projetant vers le thalamus, l'hypothalamus, le télencéphale basai, le LC et les noyaux 

dorsaux du raphé (ces projections ne sont pas indiquées dans la Figure 13). Ces deux 

structures sont actives durant le sommeil paradoxal et leur inhibition réduit l'incidence du 

sommeil paradoxal; elles contiennent donc des neurones dits REM-on. 



Figure 13. Schéma illustrant les principales structures impliquées dans la 

régulation des stades d'éveil-sommeil chez le rat. BF, télencéphale basai; LC, 

locus coeruleus; LDT/PPT, noyaux tégmental-latérodorsaux et 

pédonculopontins; TM, noyau tubéromamillaire; VLPO, aire préoptique ventro­

latérale; DR, noyau dorsal du raphé. 

Le télencéphale basai (BF). Cette structure composée principalement de neurones 

cholinergiques (mais également glutamatergiques et GABAergiques) reçoit des afférences 

des structures du tronc cérébral et envoie des projections vers le cortex. Comme les 

structures du pont, les neurones du BF sont inactifs durant le sommeil à ondes lentes, mais 

sont actifs lors de l'éveil et du sommeil paradoxal (Lee et al, 2005). Cette structure est 

impliquée dans la promotion du sommeil à ondes lentes. En effet, l'accumulation 

d'adénosine durant la journée joue le rôle de facteur hypnogène au niveau de cette structure 

(voir paragraphes suivants). 

L'hypothalamus. Le noyau tubéromamillaire (TM) de l'hypothalamus est l'unique 

structure du cerveau à contenir des neurones histaminergiques (Panula et al, 1984). Cette 

structure reçoit des projections cholinergiques du BF et du VLPO. Le noyau TM présente 

une activité rythmique durant l'éveil, diminue son activité durant le sommeil et est 



totalement inactif durant le sommeil paradoxal. Le VLPO est une autre structure de 

l'hypothalamus jouant un rôle clé dans la régulation du sommeil. Lors du sommeil à ondes 

lentes, cette structure est active et responsable de l'inhibition des structures de la formation 

réticulaire grâce à un circuit inhibiteur principalement GABA-ergique (Saper et al., 2005). 

Le thalamus. Le thalamus est l'entrée des afférences sensorielles pour le cortex et 

joue donc un rôle primordial dans la vigilance. L'excitabilité de cette structure est modulée 

par des afférences provenant du LDT/PPT, du LC et du raphé. Les neurones des projections 

thalamocorticales sont principalement glutamatergiques. Durant le sommeil à ondes lentes, 

les neurones sensoriels du thalamus sont inhibés par des afférences GABA-ergiques 

provenant du complexe réticulaire nucléaire afin d'empêcher les informations sensorielles 

d'atteindre le cortex. Les ondes lentes du sommeil calme proviennent principalement du 

thalamus. 

2.5.3. Rôle de la neuromodulation adénosinergique dans la régulation sommeil 

Rôle de l'adénosine. L'effet hypnogène de l'adénosine tut décrit pour la première 

fois en 1954 chez le chat (Feldberg & Sherwood, 1954). Par la suite, plusieurs études ont 

confirmé que l'administration systémique d'adénosine (Radulovacki, 1985) ou d'agonistes 

de l'adénosine (Radulovacki et al., 1984) augmente le temps consacré au sommeil à ondes 

lentes chez le rat. A l'opposé, l'administration systémique de la caféine, un antagoniste des 

récepteurs de l'adénosine, bloque les effets de l'adénosine et diminue le sommeil 

(Fredholm et al, 1999b). La théorie fonctionnelle la plus simple quant au rôle de 

l'adénosine dans la régulation du sommeil est la suivante. L'adénosine est le produit de 

l'utilisation de l'ATP et joue le rôle de régulateur homéostatique de l'énergie au niveau du 

cerveau. Ainsi, une des fonctions du sommeil serait de restaurer l'énergie en diminuant 

l'activité des neurones du cerveau (Benington & Heller, 1995). Le rôle de l'adénosine 

comme régulateur du métabolisme de l'ATP est confirmé par l'observation d'une 

augmentation du niveau extracellulaire d'adénosine avec l'augmentation du métabolisme et 

de l'activité neuronale (Van Wylen et al., 1986). Ainsi, l'adénosine serait un indicateur du 

besoin de la cellule de diminuer son activité. Les structures impliquées dans les effets de 



l'adénosine sont le BF et les noyaux LDT/PPT. En effet, l'injection d'adénosine dans ces 

deux structures chez le chat augmente les sommeils à ondes lentes et paradoxal (Portas et 

al, 1997). Chez le rat, l'utilisation simultanée de la microdialyse d'adénosine et de mesures 

électrophysiologiques montrent que l'adénosine diminue l'activité du télencéphale basai 

(Alam et al, 1999), contribuant ainsi à l'induction du sommeil. Il est donc clair que 

l'adénosine est un facteur favorisant la promotion du sommeil à ondes lentes au niveau du 

BF et des LDT/PPT (Basheer et al, 2004). Cependant, l'étude des rôles respectifs des 

récepteurs Ai et A 2 A de l'adénosine permet de mieux comprendre comment l'adénosine 

induit le sommeil dans ces structures. 

Rôle du récepteur Aj de l1 adenosine. Chez le rat, la manipulation du récepteur Ai de 

l'adénosine, de façon locale ou systémique, montre que le récepteur Ai de l'adénosine joue 

un rôle spécifique dans le sommeil. L'administration systémique du CPA, un agoniste du 

récepteur Ai, produit une activité EEG similaire à celle observée durant le sommeil à ondes 

lentes du rat (Benington et al, 1995). Au niveau du BF du rat adulte, la micro-injection 

d'adénosine inhibe l'activité neuronale et induit le sommeil, tandis que l'effet opposé est 

observé lorsqu'un antagoniste du récepteur Ai (CPT) y est injecté (Strecker et al, 2000; 

Alam et al, 1999). Il a été proposé que le BF induit le sommeil lorsque suffisamment 

d'adénosine y est accumulée durant l'éveil, activant ainsi le récepteur Ai et inhibant 

l'activité de cette structure (Alam et al, 1999). Au niveau du VLPO du rat adulte, 

l'injection du CPA, un agoniste des récepteurs A], inhibe les neurones actifs du sommeil et 

donc éveille l'animal (Methippara et al, 2005), mettant en évidence un rôle opposé pour le 

récepteur Ai de l'adénosine que celui observé dans le BF. Ces études montrent que 

l'activation des récepteurs Ai de l'adénosine produit des effects opposés sur le sommeil. Le 

rôle de ces récepteurs dépend donc des structures dans lesquelles ils sont exprimés. Ces 

effects opposés sont illustrés par l'absence d'effet observé chez les souris knockout pour le 

récepteur Ai de l'adénosine. L'absence de récepteurs Ai dans l'ensemble de l'organisme ne 

modifie pas la régulation du sommeil car la privation de sommeil et l'administration d'un 

antagoniste pour le récepteur Ai (8-CPT) induisent des effets similaires chez les souris KO 

et les souris sauvages (Stenberg et al, 2003). 



En conclusion, ces données suggèrent que l'activation des récepteurs A] de 

l'adénosine au niveau du BF inhibe cette structure et induit le sommeil, tandis qu'au niveau 

dans le VLPO (une structure active durant le sommeil), l'adénosine inhibe l'activité mais 

produit l'effet contraire en diminuant le sommeil. Bien que ces études montrent que 

l'adénosine induit généralement le sommeil au niveau de certaines structures comme le 

VLPO, elle peut au contraire provoquer l'éveil dans d'autres structures. Les effets opposés 

observés dans ces études expliquent également pourquoi les souris knockout pour le 

récepteur Ai ne présentent pas de modifications dans la régulation des stades d'éveil-

sommeil. 

Rôle du récepteur A2.4 de l'adénosine. Le rôle du récepteur A 2 A de l'adénosine a 

également été étudié chez la souris knockout pour le gène codant pour ce récepteur (Urade 

et al, 2003). L'injection d'un agoniste A 2 A (CGS21680) dans le 4 è m c ventricule induit le 

sommeil chez les souris sauvages, tandis qu'aucun effet n'est observé chez les souris KO. 

De façon similaire, l'injection de caféine provoque une diminution de sommeil chez les 

souris sauvages et les souris KO pour le récepteur Ai, mais n'a pas d'effet chez les souris 

KO pour le récepteur A 2 A (Huang et al, 2005). Pour comprendre les mécanismes par 

lesquels le récepteur A 2 A régule le sommeil, la micro-injection d'agonistes dans différentes 

structures a été réalisée chez le rat. Au niveau de l'espace subarachnoïde situé sous le 

télencéphale basai, l'activation du récepteur A 2 A de l'adénosine induit le sommeil (Satoh et 

al, 1996). En activant le récepteur A 2 A de l'adénosine, ces derniers activent un circuit 

contenant des récepteurs PGD 2 de la prostaglandine qui, à leur tour, induisent le sommeil 

(Matsumura et al, 1994). Au niveau du VLPO du rat, le CGS21680, un agoniste du 

récepteur A 2 A , augmente l'activité (mesurée par Fos) de cette structure active durant le 

sommeil et provoque donc le sommeil (Scammell et al, 2001). En utilisant des coupes 

d'hypothalamus de rat, cette observation est confirmée car l'activation du récepteur A 2 A 

(CGS21680) excite le VLPO (Gallopin et al, 2005). En conclusion, ces études montrent 

que l'activation des récepteurs A 2 A de l'adénosine a un effet excitateur au niveau du VLPO 

ayant pour conséquence d'induire le sommeil. 



2.5.4. Effets à long terme de la caféine sur la régulation éveil-sommeil 

Chez le chat adulte, l'administration de caféine durant 21 jours diminue le temps 

consacré au sommeil (Sinton & Petitjean, 1989). Trente jours après le traitement, l'effet 

opposé est observé, le chat passe plus de temps à dormir. L'exposition à la caféine durant la 

gestation de la souris a également pour effet d'augmenter le temps consacré à dormir 

lorsque le souriceau a atteint l'âge adulte (Sinton et al, 1981). L'augmentation des 

récepteurs de l'adénosine suite au traitement chronique dans des structures actives durant 

l'éveil pourrait expliquer cette augmentation du sommeil. Cette hypothèse reste cependant à 

tester. Ainsi, peu d'études s'intéressent à l'impact à long terme d'une altération de la 

neuromodulation adénosinergique sur la régulation des stades d'éveil-sommeil. Pourtant, 

sachant que la caféine, lorsqu'elle est administrée à des périodes sensibles du 

développement, modifie l'expression des récepteurs de l'adénosine dans plusieurs 

structures importantes dans la régulation du sommeil du rat adulte (Etzel & Guillet, 1994), 

on peut s'interroger sur l'impact à long terme de ce traitement sur le sommeil. 



3. PROBLÉMATIQUE, HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS DE 

LA THÈSE 

3 A. Problématique de la thèse 

Le développement du système nerveux débute dès les premiers jours de gestation et 

continue longtemps après la naissance du nouveau-né. Durant cette maturation, le système 

nerveux interagit avec divers facteurs qui lui permettent peu à peu d'atteindre un état 

fonctionnel et mature. La plupart de ces facteurs sont positifs (facteurs trophiques) comme 

les hormones durant la gestation ou les stimulations sensorielles durant les premiers mois 

de vie. Ainsi, lors du développement normal du fœtus ou du nouveau-né, le système 

nerveux acquiert progressivement sa pleine maturité et ses fonctions nerveuses bénéficient 

du temps nécessaire et des conditions optimales pour être fonctionnelles. Par exemple, le 

contrôle nerveux de la respiration traverse plusieurs phases essentielles durant la gestation. 

En effet, le fœtus génère une respiration dite fœtale ne servant pas aux échanges gazeux 

pulmonaires mais plutôt à faciliter le développement pulmonaire et à mettre en place les 

circuits nerveux nécessaires à la respiration dès la naissance (Gréer & Funk, 2005). 

Cependant, lors d'une naissance prématurée, le nouveau-né est forcé d'utiliser son système 

respiratoire même s'il n'est pas encore complètement fonctionnel. Cette immaturité du 

système de contrôle de la respiration résulte en la présence de désordres respiratoires, tel 

que les apnées du prématuré. Un des traitements utilisés pour réduire l'incidence de ces 

apnées est la caféine administrée à des doses relativement élevées et pendant de longues 

périodes. Paradoxalement, bien que ce traitement soit efficace et réduit l'apparition 

d'apnées délétères pour le système nerveux, il a été démontré, en utilisant un modèle de rat 

nouveau-né, que ce traitement altère le développement du système nerveux (Guillet & 

Kellogg, 1991a). En effet, l'administration de caféine du 2 e m e au 6 e m c jour suivant la 

naissance du rat nouveau-né, une période qui correspond chez l'humain approximativement 

aux 4 derniers mois de gestation (Clancy et al, 2007), altère l'expression des récepteurs de 

l'adénosine dans le cerveau du rat juvénile (Guillet & Kellogg, 1991a; Gaytan et al, 2006) 



ou adulte (Etzel & Guillet, 1994; Guillet & Kellogg, 1991a). Parce que les récepteurs de 

l'adénosine sont ubiquistes dans le système nerveux à partir des premiers jours de gestation 

chez le rat, le traitement néonatal à la caféine, lorsqu'il a lieu à des périodes critiques du 

développement, peut potentiellement altérer à long terme le fonctionnement du système 

nerveux. 

Dans les chapitres précédents, nous avons montré les rôles importants des 

récepteurs de l'adénosine et son ligand endogène dans plusieurs fonctions du système 

nerveux. La neuromodulation adénosinergique module les fonctions du système nerveux 

autonome, comme le système de contrôle de la respiration, les réponses ventilatoires à 

l'hypercapnie et l'hypoxie, et le système cardio-vasculaire. Ces fonctions sont régulées par 

des structures du tronc cérébral qui interagissent entre elles et avec d'autres structures 

nerveuses et qui présentent chacune un patron particulier d'expression des récepteurs Ai et 

A 2 A de l'adénosine. Le système adénosinergique joue également un rôle important dans 

d'autres fonctions du cerveau, en particulier la régulation du sommeil, qui modulent 

profondément le système nerveux autonome. 

3.2. Hypothèse de la thèse 

Le postulat de base de cette thèse est que le traitement néonatal à la caféine 

administré au rat nouveau-né modifie la course développementale du système 

adénosinergique et induit un changement permanent de ce système. Ainsi, l'hypothèse 

principale de cette thèse est qu'un traitement néonatal à la caféine modifie à long 

terme le développement du contrôle cardio-respiratoire des rats juvéniles et/ou 

adultes. 

3.3. Objectifs de la thèse 

L'objectif principal de cet ouvrage est d'évaluer l'impact d'un traitement néonatal à 

la caféine, similaire à celui utilisé en clinique et administré du 3 e m c au 1 2 c m e jour suivant la 



naissance du rat, sur les systèmes de contrôle de la respiration, de contrôle de la fonction 

cardiovasculaire, et de régulation des stades d'éveil-sommeil chez les rats juvénile et/ou 

adulte. Les mécanismes par lesquels le traitement néonatal à la caféine modifie ces 

systèmes seront également étudiés. L'effet du traitement néonatal à la caféine sera évalué 

chez les mâles et les femelles afin de déterminer si l'effet de la caféine est lié au sexe de 

l'animal. 

ÉTUDE I : LONG-TERM CONSEQUENCES OF NEONATAL CAFFEINE ON 

VENTILATION, OCCURRENCE OF APNEAS, AND HYPERCAPNIC 

C H E M O R E F L E X IN MALE AND F E M A L E RATS. 

Cette étude a pour objectif d'évaluer l'impact du traitement néonatal à la caféine sur 

le contrôle respiratoire et sur la réponse ventilatoire à l'hypercapnie du rat éveillé. Les 

objectifs spécifiques de cette étude sont les suivants : 

- Quelles conséquences la caféine néonatale a-t-elle sur la respiration au repos des rats 

juvéniles et adultes? 

- Quelles conséquences la caféine néonatale a-t-elle sur la réponse ventilatoire à 

l'hypercapnie des rats juvéniles et adultes? 

- Les conséquences de la caféine néonatale varient-t-elles durant le développement? 

- La caféine néonatale modifie-t-elle différemment la ventilation chez les femelles ou les 

mâles juvéniles et adultes? 



ÉTUDE IL DISRUPTION OF ADENOSINERGIC MODULATION OF 

VENTILATION AT REST AND DURING HYPERCAPNIA BY NEONATAL 

CAFFEINE IN YOUNG RATS: R O L E OF ADENOSINE A t AND A 2 A RECEPTORS 

Des antagonistes spécifiques aux récepteurs Ai et A 2 A de l'adénosine sont utilisés 

chez les rats juvéniles afin de comprendre les rôles spécifiques de ces récepteurs dans la 

ventilation, la réponse ventilatoire à l'hypercapnie, et l'apparition des apnées du rat juvénile 

traités à la caféine. Les objectifs spécifiques de cette étude sont les suivants : 

- Quels sont les rôles des récepteurs Ai et A2A de l'adénosine dans la ventilation et la 

réponse ventilatoire à l'hypercapnie? 

- Quel est l'impact de la caféine néonatale sur les rôles des récepteurs Ai et A2A de 

l'adénosine dans la ventilation et la réponse ventilatoire à l'hypercapnie? 

ÉTUDE III. INCREASED PHRENIC NERVE AND CARDIAC ACTIVITIES IN 

THE ADULT ANAESTHETIZED RATS TREATED WITH CAFFEINE DURING 

THE NEONATAL PERIOD 

Dans les études précédentes, la respiration et la réponse ventilatoire à l'hypercapnie 

sont évaluées chez l'animal éveillé. Or, dans ces conditions, l'activité cardiovasculaire et 

les gaz artériels sont inconnus. Ainsi, l'activité respiratoire du nerf phrénique est évaluée 

chez le rat adulte anesthésié à plusieurs niveaux d'hypercapnie dans des conditions où les 

paramètres cardiovasculaires sont mesurés et contrôlés. Les objectifs de cette étude sont : 

- Quel est l'impact de la caféine néonatale sur l'activité du nerf phrénique au repos et en 

hypercapnie chez le rat adulte anesthésié? 

- La caféine néonatale affecte-t-elle l'activité cardiovasculaire chez le rat adulte 

anesthésié? 



ÉTUDE IV. NEONATAL CAFFEINE INDUCES SEX-SPECIFIC 

DEVELOPMENTAL PLASTICITY OF THE HYPOXIC RESPIRATORY 

C H E M O R E F L E X IN ADULT RATS 

Le rôle de l'adénosine dans la réponse ventilatoire à l'hypoxie est principalement dû 

à la présence des récepteurs A 2 A de l'adénosine dans les corps carotidiens, les plus 

importantes structures chémosensibles à l'hypoxie. Ainsi, on peut s'interroger sur les 

conséquences du traitement néonatal à la caféine sur la réponse ventilatoire à l'hypoxie, un 

autre aspect important du système de contrôle de la respiration. Pour répondre à cette 

question, la réponse ventilatoire à l'hypoxie chez le rat conscient et la réponse du nerf 

phrénique à l'hypoxie chez le rat anesthésié sont évaluées chez le rat adulte traité à la 

caféine. La mesure de la réponse du nerf phrénique à l'hypoxie est réalisée en isocapnie 

afin de minimiser la contribution de l'hypercapnie sur la mesure de la réponse à l'hypoxie. 

De plus, l'expression de l'ARNm codant pour plusieurs récepteurs est déterminée dans les 

corps carotidiens des rats adultes traités à la caféine. Les objectifs auxquels répondent cette 

études sont : 

- La caféine néonatale altère-t-elle la réponse ventilatoire et la réponse du nerf phrénique 

à l'hypoxie chez les rats adultes conscient et anesthésié respectivement? 

- Par quels mécanismes la caféine modifie-t-elle la réponse à l'hypoxie? 

- Les conséquences de la caféine néonatale sont-elles spécifiques au sexe? 



ÉTUDE V. NEONATAL CAFFEINE INDUCES LONG-LASTING CHANGES ON 

SLEEP AND BREATHING IN FREELY-BEHAVING ADULT RATS 

On a vu précédemment que la neuromodulation adénosinergique joue un rôle 

important dans la régulation des stades d'éveil-sommeil. De plus, le sommeil module la 

respiration et la majorité des troubles de la respiration se manifeste lors du sommeil. Parce 

que le traitement néonatal à la caféine altère le système adénosinergique dans plusieurs 

structures impliquées dans la régulation du sommeil, cette étude a pour objectif d'évaluer 

l'impact du traitement sur l'architecture du sommeil et sur la respiration pour chaque stade 

d'éveil-sommeil, en mesurant simultanément l'activité électroencéphalographique, 

l'activité électromyographie, et l'activité respiratoire du rat adulte conscient. Les objectifs 

spécifiques de cette étude sont : 

- Quelle est l'influence de la caféine néonatale sur l'architecture du sommeil du rat adulte? 

- Quel est l'impact de la caféine néonatale sur la ventilation aux différent stades d'eveil-

sommeil chez le rat adulte? 
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1. RÉSUMÉ 

La caféine est un antagoniste des récepteurs de l'adénosine utilisé comme stimulant 

respiratoire pour le traitement des apnées du prématuré. Le traitement néonatal à la caféine 

(NCT) induit chez le rat des effets à long terme sur l'expression et la distribution des 

récepteurs de l'adénosine dans le cerveau. Cependant, les effets potentiels du NCT sur le 

développement du contrôle de la respiration sont inconnus. Afin de déterminer les effets du 

NCT, des ratons reçoivent par gavage chaque jour du 3 c m e au 1 2 e m c jour suivant la naissance 

une dose de caféine de 15 mg/kg ou de l'eau (véhicule). Un group contrôle sans aucune 

manipulation a aussi été étudié. La ventilation au repos, l'apparition des apnée et la réponse 

ventilatoire à l'hypercapnie (Flco 2 =0-05) sont évaluées par pléthysmographie au 2 0 e m c jour 

suivant la naissance et à l'âge adulte. A 20 jours, les variables respiratoires au repos ne sont 

pas affectés par le traitement. Cependant, le NCT augmentent significativement la réponse 

ventilatoire à l'hypercapnie des rats mâles juvéniles (22%, P=0.047). Comparés aux rats 

contrôles, les rats véhicules augmentent plus fortement leur fréquence respiratoire en 

réponse à l'hypercapnie (11%, P=0.037). Chez les mâles adultes, le NCT augmente la 

fréquence respiratoire au repos de 15% (P=0.004). En réponse à l'hypercapnie, le volume 

courant des rats NCT augmente plus fortement que celui des rats véhicules (de 15%, 

P=0.002), tandis que la fréquence respiratoire répond moins fortement à l'hypercapnie chez 

ces rats (de 20%, P=0.0006). Chez les femelles juvéniles et adultes, aucune différence n'est 

observée entre les deux groupes. Chez les juvéniles des deux sexes, le groupe véhicule 

présente un index d'apnée de 200% plus élevé que le groupe contrôle. Ces résultats 

montrent que le traitement à la caféine, ainsi que la procédure de gavage, influencent le 

contrôle respiratoire en période néonatale et que ces effets persistent jusqu'à l'âge adulte. 

Les mécanismes responsables de cette plasticité dévelopmentale ne sont pas clairs, mais 

pourraient être dû à un changement de la modulation adénosinergique induite par le 

traitement néonatal à la caféine. 



ABSTRACT 

Caffeine is an adenosine receptor antagonist commonly used as a respiratory 

stimulant to treat neonatal apneas of prématuré newborn. Neonatal caffeine treatment 

(NCT) has long-term effects on adenosine receptor expression and distribution; however, 

the potential effects of NCT on respiratory control development are unknown. To address 

this issue, rat pups received orally each day from postnatal day 3 to 12, 15mg/kg of caffeine 

(NCT), water (vehicle), or were undisturbed during early life (control). Measurements of 

resting ventilation, apnea index, and ventilatory response to moderate hypercapnia 

(FIÇQ 2 =0.05) were made using whole-body plethysmography at postnatal day 20 (juvénile) 

and adulthood. At day 20, resting respiratory variables were not affected by the treatments. 

Juvénile NCT maie rats showed a 22% higher minute ventilation response to hypercapnia 

(P=0.047) than vehicle rats. However, oral gavage alone increased the frequency 

component of the response by 11% (P=0.037). In adult maies, caffeine increased the 

resting respiratory frequency by 15% (P=0.004). In thèse animais, the tidal volume 

response to hypercapnia was increased by 15% (P=0.002), whereas the frequency response 

was decreased by 20% (P=0.0006). In juvénile and adult females, no différences were 

observed between treatments. In juvénile rats of both sexes, gavage increased the apnea 

index by at least 200%. Thèse results show that NCT and gavage influence respiratory 

control during early life and that thèse effects persist until adulthood. The underlying 

mechanisms are unclear, but may be related to persistent changes in adenosinergic 

neurotransmission because neonatal caffeine administration increases Ai adenosine 

receptor density in adult rats. 



2. INTRODUCTION 

Periodic breathing and apnea are common in neonates, especially in preterm infants 

(Al-Matary et al, 2004) and caffeine administration is the treatment of choice for apnea of 

prematurity. The effects of caffeine are mediated by adenosine Ai and A 2 receptor 

inactivation to prevent the actions of endogenous adenosine. While caffeine administration 

in neonates can last several days, little is known about the potential long-term 

conséquences of this treatment. In rats, neonatal caffeine treatment (NCT), administrated by 

gavage at dosages comparable to those used therapeutically, has long-term effects on 

locomotor activity (Guillet, 1990) and cognitive capacities (Fisher & Guillet, 1997). Thèse 

effects have been attributed to persistent changes in adenosinergic neurotransmission since 

chronic caffeine administration during the neonatal period increases adenosine Ai receptor 

density in the CNS of adult rats (Etzel & Guillet, 1994; Guillet & Kellogg, 1991a). 

In the context of respiratory régulation, many studies have investigated the possible 

conséquences of maternai caffeine consumption during pregnancy on ventilatory control in 

rats; however, little attention has been directed to the persistent repercussion of caffeine 

treatment administrated after birth in newborn rats. Caffeine administration during 

gestation can modify respiratory control (Bodineau et al, 2003), increase the incidence of 

apnea in the adult animal (Tye et al, 1993), or change adenosine receptors expression in 

several brainstem chemosensitive sites in newborn rats (Herlenius et al, 2002). 

Nevertheless, thèse studies did not consider caffeine-mediated changes in dam behaviour 

that could stress the litter and thus impair CNS development in pups. Thèse factors must be 

considered since disrupting mother-pup interactions - a stress that occurs during caffeine 

administration - affects respiratory control development (Kinkead et al, 2005a). 

Two main questions arise from this situation. Firstly, does NCT have mid- or long-

term conséquences on respiratory control development and on apnea occurrence? And 

secondly, does exposure to a stress, such as gavage and pup handling, alter respiratory 

control development? Thèse questions were addressed in an animal model which is relevant 

to clinical situations. To assess the impact of NCT on respiratory control development, 



resting ventilation and apnea incidence were measured using whole-body plethysmography 

in caffeine-treated (NCT group) and non-treated (gavage; vehicle group) female and maie 

rats at différent developmental stages: postnatal day 20 (juvénile) and at adulthood. 

Moderate hypercapnia ( F l C o ?
= 0 05) was used to increase arterial CO2 levels (as it occurs 

during asphyxia) and to reveal modifications of the hypercapnic chemoreflex. Ventilation 

was also measured in unhandled (control) animais, to détermine whether animal handling 

and gavage procédure alter respiratory control development. 



3. METHODS 

3.1. Animal and housing conditions 

Experiments were performed on 76 juvénile (postnatal day 20) and 62 adult (3-4 

month-old) Sprague-Dawley rats. Ail animais were born in our animal care facility. Dams 

and maies were obtained from Charles Rivers Canada (St-Constant, Québec, Canada). Rats 

were supplied with food and water ad libitum and maintained in standard laboratory 

conditions (21°C, 12:12h dark-light cycle: lights on at 08:00 and off at 20:00). Laval 

University Animal Care Committee approved the expérimental procédures used in this 

study, and the protocols were in accordance with the guidelines detailed by the Canadian 

Council on Animal Care. 

3.2. Mating and neonatal caffeine treatment 

Virgin females were mated and delivered 10-16 pups. No litter réduction was made 

because mortality (-10%) related to the gavage procédure reduced the number of pups. At 

the end of treatment, the mean number was 10 ± 2 pups per litter. The NCT protocol was 

inspired from that of Guillet (Guillet, 1990). Three days after delivery (P3), the NCT began 

and caffeine 15 mg/kg (using caffeine citrate, Sabex, Boucherville, QC, Canada) or water 

(vehicle groups) was administrated daily by gavage to pups on postnatal days 3 to 12 in a 

volume of 0.05 mL/lOg body weight. A polyethylene tubing (PE10) was gently inserted 

into the oesophagus up to the stomach and the appropriate volume was injected slowly over 

a 30 s period. This technique avoided damage that might occur with repeated i.p. injections 

in the pup. Mortality was due mainly to the accidentai insertion of the cathéter into the 

trachea and injection of the solution into the lung. In preliminary experiments, plasma 

caffeine concentrations were determined in two litters by immunoassay (EMIT Caffeine 

Assay, Dade Behring, Deerfield, IL, USA) at day 12, one hour after the last gavage to 

assess the effectiveness of the treatment. Caffeine concentrations were also determined at 



postnatal day 20 to ensure that caffeine was eliminated at the time of measurements. 

Control groups consisted of two litters that were not disturbed during the first 14 days of 

life. 

3.3. Expérimental groups 

Séries I tested the mid-term effects of NCT on the ventilatory activity at rest and 

during acute exposure to moderate hypercapnia ( F I C Q , = 0.05) at postnatal day 20 (juvénile 

rats). Séries II addressed the long-term effects of NCT at adulthood. Each séries involved 

six groups: control maies (juvénile, n = 6; adult, n = 6), vehicle maies (juvénile, n = 13; 

adult, n = 12), NCT maies (juvénile, n = 17; adult, n = 13), control females (juvénile, n = 6; 

adult, n = 6), vehicle females (juvénile, n = 15; adult, n = 13), and NCT females (juvénile, n 

= 19; adult, n = 12). 

3.4. Respiratory and metabolic measurements 

Measurements of breathing frequency (fjO, tidal volume (V T ) , inspiratory (Ti) and 

expiratory (T E ) duration in unrestrained rats were obtained by whole body flow-through 

plethysmograph (model PLY3223, Buxco Electronics, Sharon, CT, USA) according to our 

standard method (Genest et al., 2004; Kinkead et al, 2001). In juvénile rats, rectal 

température was measured before resting measurements and after hypercapnia using a 

thermocouple for small rodents. In adults, core body température was measured 

continuously by telemetry. Transponders (E-mitter, Mini Mitter, Bend, Oregon, USA) were 

surgically implanted one week before measurements. Rats were anesthetized with 

ketamine/xylazine (i.p. 10/50 mg/kg), the transponder was placed inside the peritoneum 

and was sutured behind the internai wall of the cavity. Post-surgical care consisted of three 

subcutaneous injections of anti-inflammatory (ketoprofen, 2 mg/kg): immediately after 

surgery, 24h and 48h post-op. Data obtained from adult animais compared well with results 

obtained in our laboratory in un-operated animais (Kinkead et al, 2001) thereby indicating 

that surgical stress did not affect our results. Barometric pressure, flow rate, chamber 

température and humidity were also measured to express V T in m l per 100 g of body 



weight (Mortola & Frappell, 1998; Drorbaugh & Fenn , 1955). Composition of the gas 

mixtures flowing in and out of the chamber was analysed with an oxygen analyzer (model 

S-3A, Ametek, Pittsburgh, PA, USA) for subséquent calculation of oxygen consumption 

( V0 ) with an open System (Mortola & Dotta, 1992). 

3.5. Respiratory measurement protocol 

For each measurement session, rats were acclimatized to the plethysmography 

chamber for ~ lh . Resting respiratory and metabolic measurements were made when the 

animal was quiet but awake and breathing room air using a data acquisition software (IOX, 

EMKA Technologies, Falls Church, VA, USA). Acceptation/rejection of individual breaths 

was performed automatically by the software. Expérience has showed us that the software's 

default values for most parameters are adéquate to reject signais related to movement 

artefacts. However, sniffing related signais were excluded by setting the Ti rejection 

threshold above 120 ms. The validity of this criteria was confirmed for each animal by 

comparing accepted/rejected breaths while observing the rat's behaviour; the rejection 

threshold was adjusted if necessary. With this approach, the acceptance/rejection rate when 

the animal became calm and produced a steady signal was typically above 75%. A similar 

acceptance rate or higher was observed during hypercapnia. After 15 min of normoxic 

measurements, a hypercapnic gas mixture was delivered to the chamber for 20 min. In each 

séries, animais were exposed to only one respiratory stimulus. Ail measurements were 

made between 9:00AM and 01:00PM. 

3.6. Data and statistical analysis 

"Resting" measurements of ventilatory variables were obtained using DataAnalyst 

software (EMKA Technologies, Falls Church, VA, USA) by averaging 10 min of stable 

recording, whereas a 6-min average was taken for each variable from the 14 t h to the 20 t h 

min of hypercapnic exposure. The hypercapnic ventilatory response was expressed as a 



percentage change of the hypercapnic mean relative to mean baseline values. A value of 

0% signifies that there was no change due to hypercapnia, whereas a value of 100% 

indicates a two-fold increase relative to baseline value. 

The apnea index was determined by counting the number of apneas per hour. Based 

on the criteria of Mendelson and colleagues (1988), an apnea was defined as an absence of 

flow for at least 2 normal breathing cycles. Thus, interruption of airflow had to exceed 1 

sec in juvéniles and 2 sec in adults to qualify as an apnea. Two types of apneic pauses were 

observed: spontaneous and post-sigh apneas. A spontaneous apnea was characterised by an 

interruption of flow, whereas a post-sigh apnea was preceded by a breath with amplitude 

twice the resting tidal volume. 

Data were analysed using a one-way ANOVA (JMP 5.1, SAS Institute Inc., Cary, 

NC, USA) for both sexes at each âge. Responses were compared using a two-way ANOVA 

for repeated measures (hypercapnic stimulus x treatment). Thèse analyses were followed by 

post hoc tests when appropriated. However, three-way ANOVAs were used to assess 

treatment effects across stage groups (hypercapnic stimulus x treatment x âge) and sex-

specificity (hypercapnic stimulus x treatment x sex). Interaction tests were used to show 

sex- or age-related différences in the treatment effects (Altman & Bland, 2003). Caffeine 

dosages were compared by a Student t-test. Data were considered statistically différent 

when P<0.05. Data are expressed using means ± 1 standard déviation according to the 

guidelines proposed by the American Physiological Society (Curran-Everett & Benos, 

2004). 



4. RESULTS 

4.1. Plasma caffeine concentrations 

At PI 2, mean plasmatic caffeine concentration was 13 ± 3 mg/L (n = 7) in the NCT 

group, whereas caffeine was not detected in vehicle group (<5 mg/L; n = 8). In the neonatal 

unit, caffeine levels measured in infants typically range between 8 and 20 mg/L. At P20, 

eight days after the last caffeine administration, no caffeine was detected in samples from 

vehicle and NCT rats (n = 10 for each group). 

4.2. Séries I: resting ventilation in juvénile rats 

Baseline ventilatory measurements of vehicle juvénile animais (Table 7) were 

comparable to those reported previously for Sprague-Dawley rats of this âge group (Doan 

et al, 2004). In vehicle juvénile rats, no différences were found between maies and females 

in ail variables and no changes were observed in resting values between NCT and vehicle 

groups. Furthermore, NCT did not affect body weight in maie and female rats. 



Table 7. Effects of NCT on resting ventilatory variables of juvénile maie and 

female rats: Séries L 

Gender Maie Female 

Treatment Control (n=6) Vehicle (n=13) NCT (n=17) Control (n=6) Vehicle (n=15) NCT (n=19) 

Ti, ms 174 ± 2 3 184 ± 2 0 190 ± 2 3 195 ± 3 0 191 ± 16 1 8 7 + 16 

T E , ms 238 ± 19 246 ± 22 248 ± 24 253 ± 2 1 251 ± 2 3 256 ± 2 2 

VE (BTPS) , 
171 ± 4 8 178 ± 4 3 182 ± 4 8 184 ± 4 5 167 ± 2 6 178 ± 4 2 

mL-min"1- 100 g 1 

V T (BTPS) , 

mL-100 g"1 

1.15 + 0.28 1.25 + 0.29 1.28 + 0.29 1.36 + 0.39 1.21 + 0 . 1 9 1.29 + 0.30 

f R , min"1 149 ± 15 143 ± 14 141 ± 15 137 ± 16 139 ± 12 139 ± 10 

V0i (STPD), 
4.60 ± 0.68 4.31 ± 0 . 6 7 4.31 ± 0 . 5 5 4.60 ± 0 . 7 6 4.25 ± 0 . 7 2 4.44 ± 0 . 9 1 

m L m i n ' 1 0 0 g"1 

Value are expressed as means ± SD. T t and T E , inspiratory and expiratory duration; VE , minute ventilation; V T , tidal 

volume; f R , respiratory frequency; VQ , oxygen consumption. Resting values were obtained in quiet but awake rats > l h after 

the animal acclimated to the plethysmographic chamber. STPD, Standard Température Pressure, Dry (0°C, 760 mmHg). 
BTPS, Body Température and Pressure, Saturated with water vapor. 

4.3. Séries I: hypercapnic ventilatory response in juvénile rats 

For both sexes and conditions, hypercapnia elicited significant changes in ail 

ventilatory variables. No différences in hypercapnic ventilatory responses were found 

between maies and females (sex effect; P>0.05 for ail variables). Comparisons of 

ventilatory measurements between treatments and sexes are presented in Figure 1 4 . In 

juvénile maies, VE response to hypercapnia was 2 2 % greater in NCT than in vehicle 

(treatment effect: P=0.047), owing in part to a greater V T response ( 1 2 % , P=0.023). 

Moreover, VE response was 36% greater in NCT than in control (undisturbed animais) 

(P=0.020), owing in part to a 1 4 % greater f R response (P=0.008). Gavage alone increased 

the frequency response by 1 1 % in vehicle rats relative to controls (P=0.037). Moreover, the 

T E response to hypercapnia was higher in vehicle (8%) and NCT animais (8%) than in 

controls (P=0.025 and P=0.018 respectively) indicating that the gavage procédure per se 



modified the hypercapnic ventilatory response. V0 during hypercapnia was unchanged by 

NCT and gavage procédure in both sexes. In juvénile females, neither NCT nor gavage 

affected the hypercapnic ventilatory response. 
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Figure 14. Comparison of the ventilatory responses to moderate hypercapnia 

( F l C o 2
= 0 - 0 5 ) between control (white bars), vehicle (grey bars), and NCT 

treated rats (black bars) expressed in percentage of resting value for maie (n=6 

in control, n=13 in vehicle, and n=17 in NCT) and female (n=6 in control, 

n=15 in vehicle, and n=19 in NCT) juvénile rats. Data are expressed as means 

± SD. * P<0.05 vs. vehicle. t P<0.05 vs. control. 
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4.4. Séries II: resting ventilation in adult rats 

Baseline ventilatory measurements obtained in adult controls (Table 8) were 

comparable to those reported in other studies using the same rat strain (Genest et al., 2004). 

In control animais, no différences were observed between females and maies. In NCT 



animais, however, Vy of females was 56% higher than in maies (sex effect: P=0.002), 

whereas f R was lower by 22% in NCT females (P=0.0005). 

Table 8. Effects of NCT on resting ventilatory variables of adult maie and 

female rats: Séries IL 

Gender Maie Female 

Treatment Control ( n = 6 ) 
Vehicle 

( n = 1 2 ) 
NCT ( n = 1 3 ) Control ( n = 6 ) 

Vehicle 

( n = 1 3 ) 
NCT ( n = 1 2 ) 

Ti, ms 2 6 8 ± 2 9 2 9 2 ± 2 4 2 7 4 ± 3 5 2 5 0 ± 4 7 * 2 9 9 ± 4 2 3 0 0 ± 3 0 t 

T E , ms 4 3 0 + 5 1 4 7 9 ± 6 6 4 0 7 ± 7 1 * 5 2 4 ± 1 2 5 5 2 3 ± 8 1 5 1 1 ± 6 9 J 

VE (BTPS) , 
5 3 ± 6 5 5 ± 1 1 5 5 ± 1 0 8 8 ± 2 7 6 2 ± 2 5 7 1 ± 2 2 

mL-min+lOO g"1 

V T (BTPS) , 

m L - 1 0 0 g"1 

0 . 6 0 ± 0 . 0 3 0 . 6 9 ± 0 . 1 5 0 . 6 1 ± 0 . 1 3 1 . 1 1 ± 0 . 4 7 î 0 . 8 2 ± 0 . 3 2 0 . 9 6 ± 0 . 3 3 t 

f R , min"1 8 8 ± 7 8 0 ± 8 9 2 ± 1 2 * 8 3 ± 2 0 7 6 ± 1 0 7 5 ± 8 J 

VŒ (STPD), 
2 . 9 0 ± 0 . 1 5 * 2 . 4 2 ± 0 . 2 9 2 . 2 2 ± 0 . 4 0 t 3 . 5 0 ± 1 . 7 4 3 . 7 3 ± 0 . 6 6 3 . 5 4 ± 0 . 6 8 

mLmin+ lOOg 1 

Value are means ± SD. Ti and T E , inspiratory and expiratory duration; VE, minute ventilation; V T , tidal volume; fR , 

respiratory frequency; Va , oxygen consumption. Resting values were obtained in quiet but awake rats > l h after the 

animal acclimated to the plethysmographic chamber. * P<0.05 vs. vehicle. f P<0.05 vs. control. X P<0.05 vs. maie. 
STPD, Standard Température Pressure, Dry ( 0 ° C , 7 6 0 mmHg). BTPS, Body Température and Pressure, Saturated 
with water vapor. 

In maie rats, NCT reduced T E by 15% (treatment effect: P=0.011) when compared 

with vehicle animais, and consequently increased f R by 15% (P=0.004). However, NCT 

had no net effect on resting VE. In female rats, no différences were found between vehicle 

and NCT animais for thèse variables. In maies, comparisons between control and vehicle 

rats indicated that the gavage procédure tended to reduce f R by 9% (P=0.08), but increased 

Va by 20% (P=0.006, Table 8). In females, gavage procédure increased resting Ti by 20% 

(P=0.017). No influence of sex on treatment effects was observed for fR, V T , and VE 

(interaction tests for sex x treatment: P=0.11, P=0.09, and P=0.94, respectively). 



4.5. Séries II: hypercapnic ventilatory response in adult rats 

Figure 15 shows that, in adult maies, NCT increased V T response by 15% (treatment 

effect: P=0.002), whereas it decreased breathing frequency response by 20% (P=0.0006) 

and Ti response by 9% (P=0.008). Unlike juvéniles, however, no différences in the 

hypercapnic ventilatory response were observed between vehicle and control animais. Only 

a slight increase in f R response was observed in maie rats (13%, P=0.055). Gavage did not 

affect the hypercapnic ventilatory response of other variables at adulthood. Finally, NCT 

had no effect on the ventilatory responses of adult females. By testing the interaction 

between sex, treatment, and hypercapnia, NCT decreased the fR response by 23 ± 8% in 

adult maies, whereas a small but not significant increase was observed in females 

(différence between maie and female = 30.36%; interaction test: P=0.025). For V T and VE 

no sex-specificity was observed. 

Comparing responses between juvénile and adult vehicle maies revealed a 13% 

increase in the VE response during development (âge effect: P=0.046) owing mainly to 

2 1 % increase in the f R response (P<0.0001) since the V T response decreased by 12% 

(P=0.002). In NCT maie rats, no change was observed in thèse variables during maturation. 

However, âge did not affect treatment influences for fR, V T , and VE for both sexes. 
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Figure 15. Comparison of the ventilatory responses to moderate hypercapnia 

(Fl C Q 2
= 0.05) expressed in percentage of resting value for maie (n=6 in control, 

n=12 in vehicle, and n-13 in NCT) and female (n=6 in control, n=13 in 

vehicle, and n=12 in NCT) adult rats. White (control), grey (vehicle), and black 

(NCT) bars shows means ± SD. * P<0.05 vs. vehicle. f P<0.05 vs. control. % 

P<0.05 vs. maie. 
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4.6. Apnea index at rest 

Spontaneous apneas were observed in ail groups of rats except in control adults 

(Figure 16B). In vehicle and NCT rats of both sexes, the apnea index decreased strongly 

during maturation (âge effect: P < 0.05 in ail groups). In juvénile maies, both treatments 

(vehicle and NCT) increased apnea index in comparison with controls (treatment effect: 

P=0.047 and P=0.013, respectively). In juvénile females, NCT tended to increase the 

apnea index; however, only the index measured in vehicle rats was statistically higher than 



that of controls (P=0.025). Thèse results show that gavage increased the occurrence of 

apneas in juvénile, whereas it had no effect on spontaneous apnea in adults. 

Conversely, quantification of post-sigh apneas showed that, in maies, neither âge 

nor gavage affect the apnea index (Figure 17B). In females, however, the apnea index of 

adult vehicle rats was 54% less than that of juvénile rats (âge effect: P=0.0003). Moreover, 

comparing vehicle to NCT in juvénile females showed that caffeine diminished the post-

sigh apnea index by 38% (treatment effect: P=0.010). 
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Figure 16. Incidence of spontaneous apneas at rest in juvénile (P20) and adult 

maie and female rats. A. Sample of plethysmographic signal representing a 

spontaneous apnea of more than 2 sec of adult rat. Downward deflection 

represents inspiration. B. Mean numbers of apneas per hour of rats at rest. 

Recordings were made over a 30-min period. White (control), grey (vehicle), 



and black (NCT) bars shows means ± SD. * P<0.05 vs. vehicle. f P<0.05 vs. 

control. § P<0.05 vs. juvénile. In juvénile maies: n=6 in control, n=13 in 

vehicle, and n=17 in NCT. In juvénile females: n=6 in control, n=15 in 

vehicle, and n=19 in NCT. In adult maies, n=6 in control, n=12 in vehicle, and 

n=13 in NCT. In adult females, n=6 in control, n=13 in vehicle, and n=12 in 

NCT. 
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Figure 17. Incidence of post-sigh apneas at rest in juvénile (P20) and adult 

maie and female rats. A . Sample of plethysmographic signal representing a sigh 

followed by an apnea of more than 2 sec of adult rat. Downward deflection 

represents inspiration, per hour of rats at rest. Recordings were made over a 30-



min period. B. Mean numbers of apneas per hour of rats at rest. White (control), 

grey (vehicle), and black (NCT) bars shows means ± SD. * P<0.05 vs. vehicle. 

§ P<0.05 vs. juvénile. In juvénile maies: n—6 in control, n—13 in vehicle, and 

n=l 7 in NCT. In juvénile females: n=6 in control, n=15 in vehicle, and n=19 

in NCT. In adult maies, n=6 in control, n=12 in vehicle, and n=13 in NCT. In 

adult females, n=6 in control, n=13 in vehicle, and n=12 in NCT. 

5. DISCUSSION 

Neonatal caffeine administration is commonly used to treat respiratory disorders in 

newborn, especially in pre-term infants. The use of pharmacological agents during a critical 

period of development is always a matter of concern given their potential impact on CNS 

maturation and subséquent functions. Several studies have addressed the effects of périnatal 

caffeine administration on CNS performance under various conditions. However, to the 

best of our knowledge, this study is the first to use an animal model to address the potential 

conséquence of caffeine on CNS development in a context that (besides the accidentai 10% 

mortality rate due to gavage) mimics the clinical situation relatively well, i.e. neonatal 

administration with a focus on respiratory control development. Our results suggest that 

NCT exerts spécifie effects on respiratory control in maie juvénile rats which change and 

subside partially with maturation. Furthermore, our data show that pup manipulation and 

gavage alone may contribute to thèse effects on respiratory control, thus emphasizing the 

importance of performing proper sham and control experiments especially when 

interventions are performed during early life. While mainly descriptive in nature, this study 

nonetheless raises important question concerning the impact of disruptions of mother-pup 

interactions and caffeine administration on respiratory control, especially in juvénile 

animais. 



5.7. NCT-related changes in juvénile rats 

In maie rats, NCT increases the magnitude of the VE response to hypercapnia by 

22% without modifying resting ventilation. Because F A is not altered by caffeine, it is 

unlikely that thèse changes are related to metabolism, and suggest that NCT increases CO2 

chemosensitivity. The mechanisms responsible for this increase in chemosensitivity are 

unknown and our data do not allow us to détermine where thèse effects occur (CNS versus 

carotid body). It is known, however, that in utero caffeine exposure increases adenosine A] 

receptor expression in the brainstem of neonatal rats (Herlenius et al., 2002), and that NCT 

increases adenosine Ai receptor expression in 28 day-old rats (Etzel & Guillet, 1994). It has 

been proposed that when caffeine occupies the adenosine receptor's binding site, the 

number of receptors increases to maintain the efficiency of adenosinergic Sys tems 

(Boulenger et al, 1983). The fact that adenosine receptor activation by the non-specific 

agonist phenylisopropyl adenosine enhances the hypercapnic ventilatory response of rats 

(Burr & Sinclair, 1988) is consistent with the hypothesis that NCT-related increase in 

adenosine receptor expression contributes (at least in part) to enhancement of the 

hypercapnic ventilatory response in maie rat pups. 

5.2. NCT-related changes in adult rats 

The increase in f R observed in NCT versus vehicle rats was surprising but consistent 

with studies showing that caffeine administration has long-term conséquences on behaviour 

(Guillet, 1990; Fisher & Guillet, 1997) owing to changes in adenosine receptor distribution 

and affinity (Guillet & Kellogg, 1991b; Guillet & Kellogg, 1991a). Accordingly, long-term 

caffeine treatment results in dose-dependent increases in adenosine Ai receptor agonist 

binding sites in the CNS of adult rats (Boulenger et al, 1983; Johansson et al, 1997b). 

However, because of the structure-specific effects of caffeine on adenosine receptors (Aden 

et al, 2000), only spécifie brainstem structures may be change by caffeine administration. 

The pattern of the hypercapnic ventilatory response is also modified by NCT in 

adult maies. Several studies have examined the conséquences of caffeine exposure on 



respiratory activity of neonatal rats (Bodineau et al, 2003; Herlenius et al, 2002), and 

results suggest that CO2 chemosensitivity is altered at the CNS level. If the same altérations 

persist throughout life, they may enhance central CO2 sensitivity similarly in adults. 

However, an increase in carotid body afférent input should not be excluded since adenosine 

modulâtes CO2 chemosensitivity in thèse organs (Kumar et al, 2000). 

5.3. Conséquences of stress related to the gavage procédure 

Despite its short duration (~ 30 sec), the gavage procédure is a form of stress that is 

repeatedly imposed upon the animal during a critical period of development. In addition to 

the physical stress and pain caused by the gavage, this procédure disrupts mother-pup 

interactions also as pups had to be handled (10-15 min per day) and immobilised to 

administrate the treatment. This causes a brief interlude in the routine of mother-pup 

interactions, and alters the behaviour of the mother towards its offspring (Liu et al, 2000), 

which results in a decreased responsiveness to stress in adult offspring. In contrast, 

prolonged maternai séparation (3 hours/day; P3 to PI2) results in sex-specific (maie only) 

increase in the hypoxic ventilatory response (Genest et al., 2004; Genest et ai, 2007), 

whereas it decreased hypercapnic ventilatory response (Genest et ai, 2001). However, the 

gavage procédure, which combines both neonatal handling and short maternai séparation 

(< lh/day for the entire litter) increases both the hypercapnic ventilatory response and the 

spontaneous apnea index in juvénile maie rats. Taken together, thèse findings suggest that 

the effects of the gavage procédure on ventilatory control are opposite to those observed in 

adult maie rats previously subjected to neonatal maternai séparation. The effects of 

neonatal handling alone (i.e. without caffeine administration) on respiratory control 

development has not been addressed. However, thèse side effects of gavage subside during 

the maturation as they are no longer observed in the adult, suggesting that rats can recover 

(at least partially) from such stress. 



5.4. Apnea index changes 

Spontaneous and post-sigh apneas are thought to originate from two distinct 

mechanisms: spontaneous apneas are related to a sudden cessation of the respiratory 

command at the CNS level, whereas post-sigh apneas are thought to be related to 

pulmonary stretch réflexes occurring after the sigh (Mendelson et al, 1988). In the présent 

study, gavage increased the spontaneous apnea index in juvénile maies and females but not 

in adults. In humans, central apneas can be provoked by several factors, including a 

decrease in PaCÛ2 below apneic threshold (Leevers et al, 1994). In newborns, the eupneic 

threshold is very close to C 0 2 apneic threshold (Khan et al., 2005) and thus, minor changes 

in VE are more likely to provoke apneas. The fact that apneas were no longer observed in 

adults indicates that maturational changes occur until adulthood. However, this effect was 

not observed for post-sigh apnea for which the index remained stable during development. 

5.5. Sex-specificity 

In our results, NCT modified the hypercapnic ventilatory responses of juvénile and 

adult maies. However, a sex-specific effect was observed in adult animais only, where NCT 

increased the f R response to hypercapnia of maies, but not of females. Other developmental 

studies suggest that conséquences of neonatal maternai séparation (Genest et al., 2004) or 

caffeine treatment (Fisher & Guillet, 1997) on development are sex-specific (maie only). In 

juvénile rats, only maies were affected by treatments whereas in adults, the f R response to 

hypercapnia of maies and females was affected by NCT in an opposite manner. While sex-

specific effects are often observed in developmental studies, the underlying neuroendocrine 

mechanisms are not fully understood but may be related to the effects of sex steroids such 

as testosterone and oestrogens. Furthermore, in adult females, steroid hormones may have a 

protective effect against stress and treatment, since NCT does not alter the hypercapnic 

ventilatory response. 



5.6. Perspectives 

In summary, our results suggest that NCT exerts spécifie effects on respiratory 

control in juvénile maie rats which seem to change but persist with maturation. Our data 

show that pup manipulation and gavage contribute to alter respiratory control development 

thus emphasizing the importance of completing proper sham and control experiments 

especially when interventions are performed during early life. While it is difficult to 

accurately translate developmental séquences across species, data suggest that at birth the 

CNS of a rat is immature and may compare with that of a prématuré baby (Clancy et al.9 

2001; Clancy et al, 2007). With that in mind, the démonstration that NCT increases the 

hypercapnic ventilatory response and the apnea index is intriguing since in humans, 

enhanced sensitivity to CO2 may prédispose some patients with heart failure to the 

development of central sleep apnea (Javaheri, 1999). Such enhanced responsiveness to 

hypercapnic stress might be taken seriously in young infant, especially during sleep, for 

which an increased sensitivity to hypercapnia could prédispose to respiratory disorders. 
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1. RESUME 

La caféine est utilisée en clinique pour traiter les désordres respiratoires liés à la 

prématurité. Cependant, le rôle de la neuromodulation adénosinergique et l'effet potentiel à 

long terme du traitement néonatal à la caféine (NCT) sur le contrôle de la respiration sont 

encore peu compris. Pour répondre à ces questions, nous avons testé les hypothèses 

suivantes : 1) l'injection systémique des antagonistes récepteurs A] et A 2 A de l'adénosine 

module l'activité respiratoire au repos et en hypercapnie; 2) Le NCT présente des effets à 

long terme sur la neuromodulation adénosinergique du contrôle respiratoire. Les rats 

nouveau-nés ont reçu chaque jour du 3 e m e au 1 2 e m c jour suivant la naissance de la caféine 

par gavage (15 mg/kg) ou de l'eau (groupe contrôle). A l'âge de 20 jours, les rats juvéniles 

reçoivent une injection i.p. d'une solution véhicule, de DPCPX (antagoniste du récepteur 

A] de l'adénosine, 4 mg/kg) ou de ZM241385 (antagoniste du récepteur A 2 A , 1 mg/kg) 

avant les mesures ventilatoires par pléthysmographie au repos et en hypercapnie (5% de 

CO2). Chez les rats contrôles, nos résultats montrent que l'antagoniste du A 2 A , mais pas 

celui du Ai, diminue de 3 1 % la ventilation au repos (P=0.003). L'antagoniste du A] 

augmente cependant la réponse ventilatoire à l'hypercapnie de 60% (P<0.001), tandis que 

l'antagoniste du A 2 A l'augmente seulement de 42% (P=0.033). Chez les rats NCT, 

l'antagoniste Ai augmente la ventilation au repos de 27% (P=0.02) et la réponse 

ventilatoire à l'hypercapnie est diminuée en comparaison des contrôles. L'antagoniste Ai 

augmente l'apparition des apnées spontanées chez les rats NCT seulement (P=0.005). 

L'antagoniste A 2 A injecté chez les rats NCT n'a pas d'effet sur la ventilation. Ces résultats 

montrent que l'hypercapnie active des circuits adénosinergiques qui atténuent la réponse au 

C 0 2 par l'intermédiaire des récepteurs Ai de l'adénosine. Ainsi, le traitement à la caféine 

induit une plasticité développementale de la neuromodulation adénosinergique en modifiant 

la sensibilité de la ventilation aux antagonistes des récepteurs de l'adénosine. 



ABTRACT 

Caffeine is commonly used to treat respiratory instabilities related to prematurity. 

However, the rôle of adenosinergic modulation and the potential long term effect of 

neonatal' caffeine treatment (NCT) on respiratory control are poorly understood. To address 

thèse shortcomings, we tested the following hypothèses: 1) Adenosine Ai and A 2 A receptor 

antagonists modulate respiratory activity at rest and during hypercapnia; 2) NCT has long 

term conséquences on adenosinergic modulation of respiratory control. Rat pups received 

by gavage either caffeine (15 mg/kg) or water (control) once a day from postnatal days 3-

12. At day 20, rats received ip injection with vehicle, DPCPX (Ai antagonist, 4 mg/kg), or 

ZM241385 (A 2 A antagonist, 1 mg/kg) prior to plethysmographic measurements of resting 

ventilation, hypercapnic ventilatory response (5% C 0 2 ) , and occurrence of apneas in freely-

behaving rats. In controls, data show that A 2 A , but not Ai, antagonist decreased resting 

ventilation by 3 1 % (P=0.003). Ai antagonist increased the hypercapnic response by 60% 

(P<0.001), whereas A 2 A antagonist increased the hypercapnic response by 42% (P=0.033). 

In NCT rats, Ai antagonist increased resting ventilation by 27% (P=0.02), but the increase 

of the hypercapnic response was blunted in comparison with controls. A] antagonist 

enhanced the occurrence of spontaneous apneas in NCT rats only (P=0.005). Finally, A 2 A 

antagonist injected in NCT rats had no effect on ventilation. Thèse data show that 

hypercapnia activâtes adenosinergic pathways which attenuate responsiveness (and/or 

sensitivity) to C 0 2 via Ai receptors. NCT elicits developmental plasticity of adenosinergic 

modulation, since neonatal caffeine persistently decreases ventilatory sensitivity to 

adenosine blockers. 



2. INTRODUCTION 

At birth, the respiratory control System of mammals is immature and respiratory 

instabilities, such as apneas, are frequently observed (Al-Matary et al, 2004; Martin & 

Abu-Shaweesh, 2005). Caffeine, an adenosine receptor blocker, is commonly used as a 

respiratory stimulant in infants born prematurely to treat respiratory instabilities. However, 

the use of caffeine during a critical period of development is always a matter of concern 

given the potential impact on CNS maturation and respiratory functions (Finer et al, 2006). 

In utero chronic caffeine administration induced changes in respiratory activity (Bodineau 

et al, 2003; Herlenius et al, 2002) and in Fos expression in brainstem respiratory nuclei of 

newborn rats (Bodineau et al, 2003). Exposure to caffeine during the early postnatal period 

enhanced the ventilatory response to hypercapnia in 20 day-old young maie rats 

(Montandon et al, 2006a) and modifîed the distribution of adenosine A] receptors in 

respiratory nuclei of the newborn rat brainstem (Gaytan et al, 2006). Young rats showed 

the largest sensitivity to neonatal caffeine treatment (NCT) and from a developmental stand 

point it has been proposed that this âge group is comparable to infants (Clancy et al, 2001) 

for which respiratory instabilities, such as apneas (Marcus, 2001), can be observed. 

Adenosine Ai and A 2 A receptors modulate ventilatory control in newborn or fetal 

sheep (Koos et al, 2001; Koos et al, 2005). Adenosine Aj receptors modulated breathing 

during normoxia in fetal sheep (Koos et al, 2001), whereas adenosine A 2 A receptors 

regulate ventilation at the level of arterial peripheral carotid body in fetal sheep (Koos & 

Chau, 1998) and adenosine A 2 A receptor antagonist reversed the hypoxic ventilatory 

décline in newborn lambs (Koos et al, 2005). However, the rôles of adenosine Ai and A 2 A 

receptors on ventilation at rest and on the ventilatory response to hypercapnia are not fully 

understood in young rats. With that in mind, we first administered spécifie adenosine A] 

and A 2 A receptor antagonists to identify the spécifie rôles of thèse receptors on ventilation 

at rest, during acute exposure to hypercapnia (as it occurs during asphyxia), and on the 

occurrence of apneas in freely-behaving maie young rats (20 days-old). 



Caffeine has différent affmities for adenosine Ai or A 2 A receptors (Fredholm et al, 

1999a) and sélective activation of each receptor subtype has différent functional effects 

(Halldner et al, 2004; Huang et al, 2005; Karcz-Kubicha et al, 2003; Koos et al, 2001). 

Furthermore, adenosine Ai and A 2 A receptors are differently distributed; A) receptors are 

widely spread in the nervous System (Rivkees, 1995; Rivkees et al, 1995), whereas A 2 A 

receptors are restricted to the striatum, the nucleus accumbens (Rosin et al, 1998), the 

carotid bodies (Sebastiao & Ribeiro, 1996), and several distinct brainstem nuclei (Rosin et 

al, 1998; Zaidi et al, 2006). Based upon thèse observations, the second aim of this study 

was to test the hypothesis that NCT persistently and distinctly modifies the effect that each 

adenosine receptor subtype exerts on ventilatory activity at rest and during acute 

hypercapnic exposure. 

Our results show that, in control rats, adenosine A] receptor inactivation increased 

the hypercapnic ventilatory response, indicating a rôle for adenosine Ai receptors on C 0 2 

chemosensitivity. However, adenosine A 2 A receptors inactivation had a small effect on the 

hypercapnic response, but decreased resting minute ventilation. Caffeine exposure during 

early life elicits significant plasticity of adenosinergic modulation of the respiratory control 

System, because NCT decreased the effect of Ai antagonist and increased the occurrence of 

spontaneous apneas when adenosine Ai receptors are inactivated by a spécifie antagonist. 

Finally, NCT blunted the decrease of ventilation due to A 2 A receptor antagonist observed in 

control rats. 



3. METHODS 

3.1. Animal and housing conditions 

The study was performed on 75 young (postnatal day 20) Sprague-Dawley rats. Ail 

rats were born in our animal care facility. Dams and maies were obtained from Charles 

Rivers Canada (St-Constant, QC, Canada). Rats were supplied with food and water ad 

libidum and maintained in standard laboratory conditions (21°C, 12:12h dark-light cycle: 

lights on at 08:00 and off at 20:00). Laval University Animal Care Committee approved the 

expérimental procédures and ail protocols were in accordance with the guidelines detailed 

by the Canadian Council on Animal Care. 

3.2. Mating and neonatal caffeine treatment (NCT) 

On average, dams delivered 10 ± 2 pups. Although only maies were used in this 

study, the litter size was kept constant (whenever possible) at 12 pups by keeping females. 

There were 6 ± 2 maie pups in each litter. Administration of caffeine was performed 

according to our protocol described previously (Montandon et al, 2006a). Briefly, caffeine 

was administered by gavage each day from postnatal days 3 to 12 at 15 mg • kg"1 (given as 

caffeine citrate, Sabex, Boucherville, QC, Canada) in a volume of 0.05 ml • 10g"1 of body 

weight. The control group was subjected to the same treatment but received the same 

volume of water. This caffeine dose results in a plasmatic caffeine level of 13±3 mg • l"1 

(Montandon et al, 2006a) which is comparable to the level achieved in the clinic when 

caffeine is administered therapeutically to newborns (Bairam et al, 1987; Bhatt-Mehta & 

Schumacher, 2003). 



3.3. Adenosine receptor antagonists 

The spécifie adenosine A] receptor antagonist, l,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine 

(4 mg kg"1, DPCPX, Tocris, Ballwin, MO, USA) or adenosine A 2 A receptor antagonist, 4-

(2-[7-amino-2-(Palmer et al, 1995)triazolo-{2,3-a} {1 , 3, 5}triazin-5-yl-amino] ethyl)-

phenol (1 mg • kg"1, ZM241385, Tocris) were used according to protocols and doses in 

other studies on rats (El Yacoubi et al, 2000; Prediger & Takahashi, 2005). Each drug was 

freshly prepared on the day of the experiment: it was first dissolved in dimethyl sulfoxyde 

(DMSO, Sigma-Aldrich Canada, Oakville, ON, Canada), then a solution of polyether of 

castor oil and ethylene oxide (Cremophor EL, Sigma) was added to prevent drug 

précipitation. Before administration, each drug was diluted with saline to a final 

concentration of 5% DMSO and 5% Cremophor EL and given intra-peritoneally in a 

volume of 0.5 ml • 100g"1 of body weight. 

3.4. Expérimental groups 

Two groups were used in this study: one received water (control) and the other 

received caffeine (NCT) from postnatal day 3 to 12. Each group was divided into 3 sub-

groups: vehicle, A I antagonist (DPCPX), and A 2 A antagonist (ZM241385). Vehicle solution 

was made of 5% of DMSO and 5 % of Cremophor EL in saline. Vehicle subgroups in both 

control and NCT animais were used to ensure that vehicle and stress due to injections had 

no effect on respiratory measurements. Ventilatory activity was measured at 20 days of âge 

(young rats) for each subgroup. 

3.5. Respiratory and metabolic measurements 

Respiratory assessments. Measurements of breathing frequency (/#), tidal volume 

(VT), and inspiratory duration (7)) in unrestrained rats were obtained by whole body, flow-

through plethysmography (model PLY3223, Buxco Electronics, Sharon, CT, USA) as 

previously described in détails (Montandon et al, 2006a; Kinkead et al, 2001). An apnea 



was identified according to previous criteria which defines apnea as an absence of flow for 

a duration of 2 normal breathing cycles (Mendelson et al, 1988) which corresponds to an 

interruption of at least 1 s in young rats (Montandon et al, 2006a). Two types of apneic 

pauses were collected: spontaneous and post-sigh apneas. The spontaneous apnea was 

identified when an interruption of flow suddenly occurred during inspiration, whereas the 

post-sigh apnea was identified as an interruption of flow preceded by a breath with an 

amplitude that exceeded 2x resting VT (Montandon et al, 2006a). Rectal température was 

measured twice during experiments: at the beginning of resting measurements and at the 

end of hypercapnia. Barometric pressure, chamber température, humidity, and body 

température were used to express Vj in mL (Body Température Pressure Saturated, BTPS) 

per 100 g of body weight according to standard équations (Drorbaugh & Fenn , 1955; 

Mortola & Frappell, 1998). Because no différences of rectal température were observed 

between rest and hypercapnia, we used rectal température measured at the end of 

hypercapnia to correct VT during hypercapnia. Minute ventilation ( VE ) was defined as the 

product of VT and/R. 

Metabolic assessments. 0 2 and CO2 levels of the gas mixture flowing in and out of 

the chamber were measured using an oxygen analyzer (model S-3A, Ametek, Pittsburgh, 

PA, USA) and a carbon dioxide analyzer (model CD-3A, Ametek). Thèse values were used 

to calculate oxygen consumption ( VQ ) and carbon dioxide production ( Vco ) according to 

the Fick principle, ([02]IN - [02]0UT)x Flow and ( [ C 0 2 ] o t / r - [ C 0 2 ] ! N ) x F l o w , respectively, 

that is commonly used in an open-system (Mortola & Dotta, 1992). 

3.6. Respiratory protocol 

Each rat was introduced into the plethysmographic chamber about 30 min before 

recordings for acclimation. Resting ventilatory and metabolic measurements were made 

when the rat was quiet but awake and breathing room air using a data acquisition software 

(IOX, EMKA Technologies, Falls Church, VA, USA). After 5 min of normoxic 

normocapnic measurements (rest), a hypercapnic gas mixture (Flço,=0.05; FIQ ,=0.20) was 



delivered to the chamber for 20 min. Hypercapnia at 5% of C 0 2 was reached inside the 

chamber 5 min after starting delivering gas mixture. Each experiment was performed 

between 9.00AM and 01:00PM, then the rat was sacrificed by CO2 asphyxia followed by 

décapitation according to standard procédures. Breaths were detected by the data 

acquisition software and acceptation/rejection of individual breaths was performed 

automatically. Software's default values for ventilatory parameters are usually adéquate to 

reject signais related to movement artefacts. However, sniffing related signais were 

excluded by setting the 7} rejection threshold above 0.12 s (Montandon et al, 2006a). 

3.7. Data and statistical analyses 

Average values of ventilatory variables were obtained on a min by min basis using 

DataAnalyst software (EMKA). We calculated the mean values of 5 consécutive minutes at 

rest (Figure 18). Also at rest, individual data are presented to assess homogeneity of breath 

distribution amongst rats (Figure 19). Group data (n=12, 5 min of resting breathing) of 

breath duration (0.2-0.7 s) versus VT (0-3 ml • 100g"1) are presented for approximately 

2000 breaths for each group. Individual breaths are converted into a two-dimensional 

histogram (bin width, 0.02 s and 0.05 ml • 100g"1) and plotted as density maps for each 

group and each drug. Colours represent the relative number of breath in a given bin as 

percentages of breaths in the maximum bin. Flattened comparisons of ail bins with 

densities > 4 0 % are presented also. This représentation, inspired by a previous study (Gray 

et al, 2001), allows to distinguish individual distribution of breaths for each group, an 

information not given by the mean. 

The ventilatory response to hypercapnia for selected variables was expressed as a 

percentage change of hypercapnic value relative to resting average. A value of 0% signifies 

that there was no change due to hypercapnia, whereas a value of 100% indicates a two-fold 

increase compared to resting value. A 4-min average was taken every 4 min of hypercapnic 

exposure up to 20 min to express the time course of hypercapnic ventilatory response. 

Finally, mean apnea indexes of spontaneous and post-sigh apneas were counted visually at 



rest according to the criteria described previously and were expressed as number of apnea 

per 10 min. 

To test if antagonists have a significant influence on resting ventilatory values, 

hypercapnic ventilatory responses, or apnea indexes, we used a one-way ANOVA (fixed 

factor: antagonist; JMP 5.1, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) for control or NCT 

animais (P-values of ANOVA are presented in the text). Dunnett's test was used as a post 

hoc test to compare the mean of each antagonist with the mean of the vehicle group. To 

détermine if caffeine treatment has an effect on resting ventilatory values, hypercapnic 

ventilatory responses, or apnea indexes for each antagonist, we used one-way ANOVA 

with caffeine treatment as a fixed factor. Finally, to test if caffeine treatment has an effect 

on antagonist influence, we used two-way ANOVA (the fixed factors were antagonists and 

treatments) followed by post hoc analysis with least-significant means différences 

Student's Mests (JMP 5.1). This allowed us to détermine if there was an interaction 

between caffeine treatment and the influence of adenosine antagonists. Data were 

considered statistically différent when P<0.05 and were expressed using means ± S.E. 



4. RESULTS 

4.1. Ventilation at rest 

Inactivation of adenosine A2A> but not Au receptors decreases VE at rest in control rat 

The Ai antagonist did not change VE as compared to vehicle (Table 9), but 

decreased 7} by 13% (P=0.03, Figure 18). However, A2A antagonist decreased resting VE 

by 3 1 % (P=0.003) compared to vehicle rats (Table 9). This decrease was due to a 10% 

lower/tf (P=0.0006, Figure 18) and 24% lower VT (P=0.02, Figure 18). A] antagonist had 

no significant effect on oxygen consumption and carbon dioxide production, even though 

body température was increased by 0.6°C (P=0.0004). Injection with Ai antagonist had no 

significant effect on VEJV0^ and VEJVC0^ ratios (Table 9). Moreover, no metabolic changes 

were observed in A 2 A antagonist compared to vehicle (Table 9). Both convective 

requirement ratios were decreased by the A 2 A antagonist compared to vehicle-injected rats 

( VE/VŒ and VE/VCOi , P=0.004 and P=0.009 respectively, Table 9). 



Table 9. Resting ventilatory, metabolic, and body weight data in control and 

N C T maie young rats injected with vehicle, Ai ( D P C P X ) , and A 2 A antagonist 

( Z M 2 4 1 3 8 5 ) . 

Control rats NCT rats 

vehicle 
(n=14) 

A ] antagonist 
(n=12) 

A 2 A antagonist 
(n=12) 

vehicle 
(n=13) 

A ] antagonist 
(n=12) 

A 2 A antagonist 
(n=12) 

VE (BTPS) 
ml • min"1 • 1 0 0 g " 1 

194 ± 14 198 ± 11 133 + 12 * 160 ± 13 203 ± 9 * 141 ± 9 

VÛ2 (STPD) 

ml - min"1 • 1 0 0 g " 1 

3.58 ± 0.18 4.06 ± 0.27 3.75 ± 0 . 1 8 3.89 ± 0 . 1 7 3.95 ± 0 . 1 8 3.36 ± 0 . 2 3 

VCOI (STPD) 

ml - min"1 ' 1 0 0 g " 1 

3.52 ± 0.19 3.48 ± 0 . 1 9 3.43 ± 0 . 1 9 3.51 ± 0 . 1 9 3.68 ± 0 . 1 6 3.60 ± 0 . 2 1 

55.6 ± 4 . 6 51.3 ± 4 . 4 36.3 ± 3.5 * 41.5 ± 3 . 4 t 52.7 ± 3.3 * 44.9 ± 5 . 1 

v Iv 
R EJ Y C02 

56.8 ± 5 . 0 59.1 ± 4 . 9 39.3 ± 3.1 * 46.3 ±3.7 56.5 ± 3 . 5 4 1 . 7 ± 5 . 0 

T °r 
1 rec t? ^ 

36.5 ± 0 . 1 3 7 . 1 + 0 . 1 * 36.8 ± 0 . 1 36.4 ± 0 . 1 36.8 + 2 * 36.9 ± 0 . 1 * 

Body weight, g 56 ± 2 54 ± 1 56 ± 2 53 ± 3 50 ± 1 53 ± 2 

VE , minute ventilation; BTPS , body température and pressure standard; K 0 , oxygen consumption; STPD, standard 

température and pressure, dry; V C O I , carbon dioxide production; VE/VQ2 » o x y g e n convection ratio; VEJVC0^ , carbon 

dioxide convection ratio; T r e c t , rectal température. * P<0.05 versus vehicle; f , P=0.05 versus control. Values are expressed 
as means ± S.E. 



Figure 18. Mean respiratory cycles at rest after injection of either vehicle, Ai 

(DPCPX), or A 2 A antagonist (ZM241385) in control and NCT groups of maie 

young rats. Values are means ± SE. of vehicle (white circle), adenosine Ai (gray 

triangle) and A 2 A antagonists (black square). * shows value significantly 

différent from vehicle (P<0.05). f shows values significantly différent from 

respective control duration. 

Inactivation of adenosine A j, but not A 2A, receptors increases VE at rest in NCT rats 

In NCT rats, Ai antagonist increased VE by 27% (P=0.02, Table 9), owing to a 9% 

increase in breathing frequency (P=0.04). Density maps show that NCT rats injected with 

Ai antagonist caused a greater VT for a population of breaths (Figure 19B, right hand 

panel), an effect not observed when comparing mean values. Unlike controls, the A 2 A 

antagonist had no effect on VE measured in NCT rats. Similar results were observed for fR 

and VT (Figure 18, right panel). Moreover, no changes were observed for oxygen 

consumption and carbon dioxide production following Ai antagonist injection (Table 9). 



However, Ai antagonist increased VEjV0i ratio by 27% (P=0.03) and body température by 

0.4°C (P=0.005). A 2 A antagonist increased body température by 0.5°C (P=0.008, Table 9). 

Impact of NCT on the ventilatory effects at rest of adenosine A / and Ai A receptor 

antagonists 

In vehicle injected rats, no significant différences were observed between control 

and NCT rats at rest for any of the respiratory variables measured. Similar resting values 

were observed in our previous study for control and NCT rats of the same âge group 

(Montandon et al, 2006a). However, detailed analysis of the resting breathing pattern with 

two-dimensional density maps showed the présence of two distinctive spots in the right 

panel of Figure 19A, indicating that, although control rats had an homogenous breathing 

activity, NCT altered breathing pattern in a way that results in 2 types of breaths: low and 

high duration breath (L and H arrows respectively in Figure 19A & 19D). Thus, NCT rats 

presented high (-160 min"1) and low respiratory frequencies (~115 min"1) (respectively low 

and high breath durations). Finally, metabolic data showed that NCT decreased VE/VC 

ratio in vehicle rats by 2 5 % (P=0.02, Table 9). 

ANOVAs of treatments (control versus NCT) x antagonists (vehicle versus A\ or 

A 2 A ) allowed us to evaluate the impact of NCT on adenosine receptor modulation of 

ventilation at rest. Thèse tests show that, despite suggestive trends, NCT had no significant 

impact on ventilatory (VE) effects of Ai and A 2 A antagonist (P=0.12 and P=0.II 

respectively). However, the effect of A 2 A antagonist on fa and Tj changed according to the 

treatment (P=0.004 and P=0.038 respectively). NCT blunted the decrease o f d u e to A 2 A 

antagonist (increase of breath duration in Figure 18) observed in control rats. No changes 

due to NCT were observed in metabolic data following antagonist injections. 



Figure 19. Density map of breaths at rest after injections with either vehicle, Ai 

(DPCPX), or A 2 A (ZM241385) antagonists in control and NCT rats. Each graph 

represents group data (n=12, 5 min of resting breathing) of total breath duration 

(0.2-0.7 s) versus tidal volume (0-3 ml • 100g"1) for approximately 2000 

breaths. Individual breaths were converted into a two-dimensional histogram 

(bin width, 0.02 s and 0.05 ml • 100g"1) and plotted as density maps. In panels 

A (vehicle), B (Ai antagonist), and C ( A 2 A antagonist), colours represent the 

relative number of breath in a given bin as percentages of breaths in the 

maximum bin for control (left panels) and NCT (right panels) rats. Panels D 

showed flattened comparison between vehicle (white), Ai antagonist (grey) and 

A 2 A antagonist (black) rats of ail bins with densities >40%. White arrows show 

low (L) and high (H) duration breaths. 
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4.2. Hypercapnic ventilatory response 

Inactivation of either adenosine Ai or A2A receptors increases the hypercapnic ventilatory 

response of control rat 

In control rats, ventilatory response expressed as a percentage change from resting 

value are shown in Figure 20. Adenosine Ai antagonist increased VE response by at least 

60%. This effect was especially noticeable immediately during the first 10 min of the onset 

of hypercapnia (Figure 21 A, left panel), when a strong fR increase was observed (Figure 

21B). VT response was increased by the Ai antagonist; however, unlike the fa response, this 

effect became more apparent by the late phase of the response (min 12 to 20, Figure 21C). 

A 2 A antagonist caused a more modest increase of the VE response to hypercapnia (by 42%, 

Figure 21 A). Again this was mainly due to a strong response of fa (Figure 21B), but unlike 

Ai rats, this effect was significant only during the late phase of the response. Finally, A 2 A 

antagonist had no significant effect on the VT response (Figure 21C). 



Normoxia 

FIQ 3 * 0 . 2 1 

R C O , = 0 0 0 

Hypercapnia 

B 

o — o Vehicle 
A—A A- antagonist 

A 2 A antagonist 

Figure 20. Time courses of 

minute ventilation during 

hypercapnia after injection 

with either vehicle, Ai 

(DPCPX), or A 2 A 

(ZM241385) receptor 

antagonists in control and 

NCT maie young rats. Panel 

A shows the séquence of 

hypercapnia. Panels B and C 

show control and NCT rats 

respectively. Values are 

expressed as means ± SE. of 

vehicle (white circle), Ai 

antagonist (gray triangle), 

and A 2 A antagonist (black 

square). * shows value 

significantly différent 

(P<0.05) compared to 

respective vehicle value. 
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NCT reduces the effects of adenosine A / and A2A receptors inactivation on the hypercapnic 

ventilatory response 

In NCT rats, injection of the Ai antagonist increased VE response to hypercapnia by 

at least 30% (Figure 21 A, right panel). As for controls, this increase was due to a strong 



enhancement of the/R response (Figure 21B). Unlike control rats, however, A 2 A antagonist 

had no net effect on any of the responses measured in NCT rats. Comparison between 

enhancements due by each antagonists showed that VE and /R responses from Ai antagonist 

treated rats were stronger than in those from the A 2 A antagonist group (P<0.024). 

Comparison between control and NCT vehicle rats showed that NCT increased the VE 

response by at least 27% at the end of hypercapnia (min 16 and 20, P=0.02 and P=0.048, 

Figure 21 A) as observed previously (Montandon et al, 2006a). However, Ai antagonist 

caused a smaller enhancement of the VE response to C 0 2 in NCT than in control rats (min 

8 and 12, P=0.007 and P=0.03 respectively, Figure 21 A). Thèse différences were mainly 

due to a decreased VT response in NCT rats (min 8 and 12, P=0.02 and P=0.006, Figure 

21C). By comparing A 2 A antagonist-related changes and NCT influences, a decrease of the 

VE response was observed in NCT rats compared to controls (min 4, 16, and 20, P=0.049, 

P=0.02, and P=0.01, Figure 21 A), due in part to a decrease of the /R response (min 20, 

P=0.02, Figure 21B) in the NCT rats. ANOVAs of antagonists (Ai and A 2 antagonist 

groups) x treatments (control and NCT) demonstrated that NCT diminished in a stronger 

manner the VT response of Ai antagonist than A 2 A antagonist rats (min 8 and 12, P=0.04 

and P=0.02, Figure 2IC) . 
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Figure 21. Hypercapnic ventilatory responses after injection with either 

vehicle, Ai (DPCPX), or A 2 A (ZM241385) antagonists in control and NCT 

maie young rats. The hypercapnic responses were expressed as % change from 

baseline in control (left panels) or NCT (right panels). Values are means ± SE. 

of vehicle (white circle), Ai antagonist (gray triangle), and A 2 A antagonist 

(black square). Minute ventilation response in panel A, respiratory frequency 

response in panel B , and tidal volume response in panel C. * shows value 

significantly différent (P<0.05) compared to respective vehicle value, f shows 

value significantly différent (P<0.05) compared to respective control rats. 



4.3. Occurrence of apneas 

Inactivation of adenosine A \, but not A2A, receptors increases spontaneous apneas only in 

NCT rat 

Figure 22 compares the mean data of apnea occurrence between control and NCT 

groups at rest. NCT did not change the occurrence of spontaneous apneas in vehicle-

injected rats. However, the occurrence of spontaneous apneas was altered by adenosine 

antagonist in a way that varied according to treatment. In control rats, no différences were 

observed between vehicle, A], and A 2 A antagonist rats; in NCT rats, however, Ai antagonist 

increased spontaneous apneas by 165% (P=0.029). ANOVAs demonstrated that Ai 

antagonist effect was spécifie to NCT rats (P=0.005). 

Inactivation of adenosine Ai, but not A 2 A , receptors decreases post-sigh apneas only in 

NCT rat 

In vehicle rats, we showed that NCT did not change the occurrence of post-sigh 

apneas (Figure 22). Injection of neither Ai nor A 2 A antagonist affected post-sigh apnea 

occurrence in control rats. In NCT rats, however, Ai antagonist decreased post-sigh apnea 

index by 44% (P=0.003). This effect was observed even though Ai antagonist increased the 

total number of sighs by 52% (P=0.02) at rest in NCT rats. Conversely, A 2 A antagonist had 

no effect on the occurrence of post-sigh apneas. 
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Figure 22. Occurrence of spontaneous and post-sigh apneas after injection of 

either vehicle, A] (DPCPX), or A 2 A (ZM241385) antagonists in control and 

NCT maie young rats. Panel A shows flow signal of a spontaneous apnea (left) 

and a post-sigh apnea (right). Panel B shows mean values of number of apneas 

per 10 min ± SE. of vehicle (white bar), Ai antagonist (gray bar), and and A 2 A 

antagonist (black bar). * shows value significantly différent compared to 

respective vehicle value, f shows value significantly différent compared to 

respective control rats. Values are significantly différent when P<0.05. 



5. DISCUSSION 

By administrating spécifie adenosine receptors antagonists in control animais, we 

revealed the rôle of adenosinergic neurotransmission in respiratory control at rest and 

during hypercapnic exposure in young (P20), freely-behaving rats (Table 10). In control 

rats, adenosine Ai antagonist increased the hypercapnic ventilatory response, but had no 

effect on ventilation at rest. However, while adenosine A 2 A antagonist enhanced the 

hypercapnic ventilatory response only slightly, it caused a strong decrease of ventilation at 

rest. Thèse results suggest that, in control rats, adenosine exerts tonic excitation of resting 

ventilation via A2A receptors activation. During hypercapnia, however, adenosinergic 

modulation helps attenuate the hyperventilatory response. The fact that this effect involves 

a différent receptor subtype (Ai) than under resting conditions (A 2 A ) suggests that 

adenosine acts on a différent component of the respiratory control System under each 

condition. Moreover, neonatal caffeine treatment (NCT) elicits significant plasticity of 

adenosinergic modulation of respiratory control since it decreased the facilitating-effect of 

Ai antagonist on the hypercapnic ventilatory response and blunted the diminution of resting 

ventilation due to A 2 A antagonist. In that regard, NCT also increased the occurrence of 

spontaneous apneas when adenosine Ai receptors are inactivated by spécifie antagonist. 

Thus, caffeine exposure during early life elicits significant plasticity of adenosinergic 

modulation of the respiratory control System of young rats since the overall 

neuromodulatory influences of adenosine (both at rest and during hypercapnic challenge) 

suggest that caffeine alters the expression and sensitivity of each receptor subtype 

differently. 



Table 10. Summary of effects of adenosine receptor inactivation on resting 
ventilation, apnea occurrence, hypercapnic ventilatory response, and oxygen 
consumption in control and NCT rats. 

Control rats NCT rats 

Adenosine 
receptor 
antagonist: 

v SP 

E apneas 

PS 
apneas 

c o 2 

response vE 

SP 
apneas 

PS 
apneas 

C 0 2 

response 

A, (DPCPX) - - î î - î î t î i T -
A 2 A (ZM241385) i - T - - - - -

VE , minute ventilation at rest; SP, spontaneous apneas; PS, post-sigh apneas, V0I , oxygen consumption; one arrow 

indicates a significant change > 2 0 % ; two arrows a significant change > 5 0 % ; three arrows a significant change > 1 0 0 % ; 
- indicates no changes. 

5.1. Critiques of methods 

Plethysmography. The accuracy of tidal volume measurements obtained with 

whole-body plethysmography is the subject of much debate (Enhorning et al, 1998; Jacky, 

1980). In the présent study, obtaining accurate tidal volume measurement can be enhanced 

since in small animais, the high airway résistance can lead to pressure changes associated 

with compression and raréfaction of gas. However, this method remains the best approach 

to measure ventilatory variables (including tidal volume) in awake, freely-behaving 

animais. To minimize errors due to the correction of tidal volume, the hypercapnic 

ventilatory response was expressed in percentage change from baseline value (Jacky, 

1980). Also, it cannot be ruled out that the tidal volume decrease observed following A 2 A 

antagonist injection was due to a change in airway résistance. Plethysmography does not 

allow us to distinguish a change in VT due to airway résistance variation from a change in 

the neural command of breathing. However, although activation of adenosine Ai receptors 

has a bronchoconstrictor effect, A 2 A receptor activation has no impact on airway résistance 

(Rorke & Holgate, 2002). 



Injection of drugs. Intra-peritoneal injection of antagonist could pose several 

problems. Little is known about the pharmacodynamics of DPCPX and ZM241385; 

however, based on previous studies it would appear that DPCPX reached the brain at least 

30 min post-injection and the concentration is 5 times lower in the brain than in the sérum 

(Finlayson et al, 1997). Although ZM241385 pharmacodynamics are unknown, the dose of 

antagonist used in the présent study is sufficient to alter cognitive capacities (Prediger & 

Takahashi, 2005; Prediger et al, 2005a; Prediger et al, 2005b). However, comparison of 

the effects of each antagonist must be done very carefully, since no comparisons of their 

pharmacodynamics have been performed. 

Other adenosine receptor subtypes. The possibility that caffeine, as well as the A 2A 

antagonist, also blocks adenosine A 2 B and A3 receptors can not be ruled out. Indeed, 

caffeine has a good affinity for A 2 B receptors, but is poorly sélective for A3 receptors 

(Fredholm et al, 1999b). ZM241385 is, however, highly sélective for A 2 B receptors 

(Cacciari et al, 2003). The rôle of adenosine A 2 B and A3 receptors in respiratory control is 

not clear. Activation of adenosine A 2 B receptors in the carotid bodies exerted excitatory 

effects on carotid body chemoreceptors output (Conde et al, 2006), whereas no rôles have 

been demonstrated for A3 receptors. 

5.2. Rôle of adenosine receptors in control of breathing in awake young rats 

Ventilation at rest. In our study, injection of A] antagonist did not modify 

ventilation at rest in maie young rats (Table 10). Thèse results contrast with those obtained 

in non-anesthetised fetal sheep (Koos et al, 2001) or in vitro préparation from newborn rat 

brainstem (Wang et al, 2005) in which a spécifie adenosine Ai receptor antagonist 

increases, respectively, fR or the frequency of inspiratory neurons. Furthermore, adenosine 

A] receptor agonist decreased VE in anesthetised (Lagercrantz et al, 1984) or conscious 

adult rats (Lagercrantz et al, 1984; Wessberg et al, 1984). Thèse discrepancies may be 

related to the fact that we used 20 day-old rats (P20) instead of newborns or adults since 

spécifie binding of adenosine analogue is age-dependent in rats (Guillet & Kellogg, 1991a). 



In the présent study, the adenosine A 2 A receptor antagonist decreased resting VE, 

owing to lower/R and VT. Previous studies using anesthetised, immature rats (Mayer et al, 

2006) or en bloc brainstem préparation from newborn rat (Herlenius et al, 1997) yielded 

opposite results as central activation of adenosine A 2 A receptors by sélective agonists 

decreased breathing. Vagotomy, the absence of peripheral chemosensory input from the 

carotid bodies, and removal of the pontine régions are key différences between in vitro and 

in vivo experiments. In that regard, activation of A 2 A receptors at the carotid body level 

augments breathing in adult rats (McQueen & Ribeiro, 1983; Conde et al, 2006; Monteiro 

& Ribeiro, 1987); for a review see (Bairam & Carroll, 2005). Blocking adenosine A 2 A 

receptors produced a hypoventilation in young rats, an effect not observed in newborn or 

adult, which is consistent with our and other results showing that adenosinergic modulation 

of respiratory control changes over the course of development (Mayer et al., 2006; 

Montandon et al, 2006a). In brainstem-spinal cord préparation, removal of the pontine and 

other rostral structures, which contains a large quantity of adenosine A 2 A receptors 

compared to other structures (Rosin et al, 1998), may reduce the inhibitory effect of 

adenosine A 2 A receptors, and consequently, reduce the excitatory effect of adenosine A 2 A 

antagonist. 

Hypercapnic ventilatory response. Ventilatory response to a moderate increase in 

C 0 2 (5%) was enhanced by adenosine Ai receptors inactivation. While no previous studies 

have examined the rôle of spécifie adenosine receptor subtypes in the hypercapnic 

ventilatory response of young rats, studies in adult humans demonstrated that systemic 

administration of a non-specific adenosine receptor antagonist (caffeine) increased the 

hypercapnic ventilatory response in adult human (Pianosi et al, 1994; D'Urzo et al, 1990). 

The site where adenosine antagonist caffeine exerts its acute effect in humans is unknown, 

and adenosine Ai receptors are widely distributed in the central nervous S y s t e m (Rivkees, 

1995; Rivkees et al, 1995). More precisely, adenosine Ai agonist decreased c-Fos 

expression in the nucleus tractus solitarus, the area postrema, and the raphe obscurus and 

increased it in the parabrachial nucleus (Saadani-Makki et al, 2004). Thèse structures 

contain adenosine Ai receptors (Carrettiero & Fior-Chadi, 2004; Gaytan et al, 2006) and 

are putative central C 0 2 chemosensitive sites (Coates et al, 1993; Feldman et al, 2003). 



Accordingly, we propose that inactivation of adenosine Ai receptors prevents the inhibitory 

action of adenosine in spécifie CO2 chemosensitive structures within the brainstem. 

In contrast, inactivation of adenosine A 2 A receptors had a small impact on the 

hypercapnic response. A 2 A receptor distribution is restricted to the striatum, the nucleus 

accumbens, the olfactory tubercule (Rosin et al, 1998). In the brainstem, thèse receptors 

were found in high quantity in the nucleus tractus solitarus, in médium quantity in the 

gigantocellular nucleus, the parapyramidal nuclei, the Bôtzinger complex, and the locus 

ceruleus (Rosin et al, 1998; Zaidi et al, 2006). Since the nucleus tractus solitarus and the 

locus ceruleus are putative C 0 2 chemosensitive sites (Coates et al, 1993), inactivation of 

A 2 A receptors in thèse structures may explain the increase of the hypercapnic response 

observed in the présent study. Because adenosine A 2 A receptors are expressed only in few 

areas involved in C 0 2 chemosensitivity, this receptor subtype might have a less important 

rôle in the hypercapnic ventilatory response than Ai receptors. However, it cannot be rule 

out that adenosine A 2 A antagonist does not reach the brain in the same amount than Ai 

antagonist as discussed previously. 

5.3. Impact of NCT on adenosinergic modulation of respiratory control 

Ventilation at rest. Comparing mean data between control and NCT rats receiving 

vehicle injection yielded results similar to those we reported previously: NCT had no effect 

on ventilation at rest (Montandon et al, 2006a). However, the use of breath density maps 

showed that NCT increased respiratory activity in young rats in an identical way than in 

adults for a population of breaths (as observed in right panel of Figure 19A), suggesting 

that, with maturation, young NCT rats will progressively achieve the same high respiratory 

activity than in NCT adults (Montandon et al, 2006a). The functional conséquences of this 

heterogeneous fR observed in NCT rats are unknown, especially since this treatment does 

not affect the number of apneas. In humans, however, adenosine infusion produces periodic 

breathing during sleep (Gleeson & Zwillich, 1992). Consequently, treatments that interfère 

with adenosinergic neurotransmission may prédispose to respiratory instability during 

sleep. This hypothesis is currently being investigated in our laboratory. 



Unlike controls, ventilation of NCT rats was increased by blocking adenosine Ai, 

but not A 2 A , receptors (Table 10), suggesting that adenosinergic modulation of resting 

ventilatory activity (via Ai receptors) is enhanced by NCT. Comparing control and NCT 

rats also showed that caffeine treatment abolished the depressant effect of A 2 A receptor 

antagonist on resting ventilation, indicating that NCT influenced A 2 A receptor expression. 

This observation is consistent with results showing that chronic caffeine increases A 2 A 

receptor density in mouse brain (Traversa et al., 1994). A 2 A receptors are expressed in the 

nucleus tractus solitarus (Rosin et al., 1998) and the carotid bodies (Conde et al, 2006) and 

récent results from our laboratory demonstrate that NCT increased adenosine A 2 A receptor 

mRNA in the carotid bodies of adult rats (G. Montandon, unpublished observation). 

Consequently, since A 2 A receptors are excitatory in the carotid bodies, an increase of their 

expression likely augments respiratory drive at rest and enhances VE. This interprétation 

likely explains why the A 2 A antagonist dose used was not sufficient to decrease ventilation 

in NCT rats as observed in controls. 

Hypercapnic ventilatory response. An important resuit of this study is that NCT 

decreased the impact of Ai antagonist on the ventilatory response to hypercapnia (Table 

10). Because VA is not altered by caffeine, thèse changes are unlikely related to 

metabolism. In control rats, Ai antagonist reduces the inhibitory effect of endogenous 

adenosine. In NCT rats, however, the same dose of adenosine Ai antagonist was not 

sufficient to augment the hypercapnic response to the level observed in control rats. Thèse 

results suggest that NCT increases adenosine Ai receptors expression and/or enhances the 

capacity for endogenous adenosine release. NCT increased adenosine Ai receptor 

expression in the brainstem of neonatal rats (Gaytan et al, 2006) and it has been proposed 

that when caffeine occupies the adenosine receptor's binding site, the number of receptors 

increases to maintain efficiency of the adenosinergic System (Boulenger et al, 1983; 

Johansson et al, 1997b). Such effects may underlie the influence of NCT on Ai antagonist 

group reported here. A small increase of adenosine A 2 A receptor expression in the nucleus 

tractus solitarus or in the locus ceruleus is likely since a decrease of VT response to 

hypercapnia was observed in NCT rats. In fact, adenosine A 2 A receptors are distributed in 



thèse brainstem structures (Rosin et al, 1998), explaining the small impact of NCT on the 

response of rats injected with A 2 A antagonist. 

Occurrence of apnea. Adenosine plays an important rôle in apnea génération, since 

adenosine agonist decreases spontaneous apneas in adult rats (Monti et al, 1995; Monti et 

al, 1996). However, this effect may be sleep-wake state-dependant because, as we 

mentioned previously, adenosine infusion during sleep produces periodic breathing. In the 

présent study, however, adenosine antagonists did not change spontaneous apneas in 

control young rats. This can be explained by the low dose of antagonist used or by the 

young âge of the rats. Furthermore, sleep-wake state may be a factor also and this variable 

was not controlled in the présent study. In NCT rats, however, Ai antagonist increased the 

occurrence of spontaneous apneas. Thèse data seem contradictory with the fact that caffeine 

is used to treat apneas in prématuré newborn. However, in this study, young rats are used 

instead of immature newborn. In fact, because developmental changes in neurotransmission 

occur around postnatal day 12 in the respiratory brainstem nuclei of rats (Wong-Riley & 

Liu, 2005), the possibility that age-dependent effects of caffeine on ventilatory activity 

reflect maturational changes in neurotransmission is yet to be investigated. 

The mechanism of action of neonatal caffeine on apneas is unclear. In humans, 

central apneas can be provoked by a decrease in PaCC>2 below apneic threshold (Leevers et 

al, 1994). In human newborns, the eupneic threshold is very close to C 0 2 apneic threshold 

(Khan et al, 2005). High sensitivity to CO2 after injection of Aj antagonist, could lead to 

hyperventilation and, consequently, to high variations of CO2 levels. This may increase the 

risk to reach apneic threshold, especially in young animais, and thus enhance the 

occurrence of apneas. Thèse results suggest that, following this treatment, absorption of a 

non-specific antagonist such as caffeine may increase apneas in caffeine-treated young rats. 

Adenosine Ai receptors antagonist increased the occurrence of sigh in NCT rats. 

Despite this increase, adenosine Ai receptors inactivation decreases the occurrence of post-

sigh apnea in NCT rats. This suggests that the mechanism that induces apnea after a sigh, 

rather than sigh occurrence, is altered by NCT. This mechanism is thought to be related to 

pulmonary stretch réflexes occurring after the sigh (Mendelson et al, 1988). Our results 

suggest that Ai, rather than A2A, receptors are involved. Adenosine Ai receptors are présent 



in the nucleus tractus solitarus and the parabrachial nucleus (Carrettiero & Fior-Chadi, 

2004; Gaytan et al, 2006), two structures involved in pulmonary stretch réflexes (Ezure, 

2004). NCT increases adenosine Ai receptor expression in the parabrachial nucleus of 

newborns rats; an effect not observed in young rats (Gaytan et al, 2006). In this study 

however, NCT was administered during a shorter period of time (P2 to P6) that may 

explain the absence of effect of NCT. The cumulative effect of the likely NCT-induced 

overexpression of adenosine A] receptors in this structure and inactivation of adenosine Ai 

receptors by a spécifie antagonist might explain the decrease of post-sigh apneas observed 

in this study. 

5.4. Conclusion 

Adenosine is an important neuromodulator of respiratory control. Yet, this study is 

the first to investigate the spécifie rôle of adenosine receptors in freely-behaving young rats 

and shows that adenosine modulâtes both resting ventilation and CO2 chemosensitivity. 

More specifically, data suggest that hypercapnia activâtes adenosinergic pathways which 

attenuate responsiveness (and/or sensitivity) to CO2 via Ai receptor activation. We suggest 

that inactivation of A2A receptors in the carotid bodies and/or nucleus tractus solitarius 

decreases the respiratory drive to ultimately reduce ventilation at rest. Furthermore, our 

study demonstrated that the adenosine Ai receptor antagonist increases occurrence of 

spontaneous apneas in caffeine-treated young rats. Caffeine administration is a common 

treatment for respiratory instabilities in newborns, especially those born prematurely. Our 

data showing that NCT elicits developmental plasticity of adenosinergic modulation of 

respiratory activity raise questions about the potential conséquences of subséquent caffeine 

absorption during childhood (via maternai milk) on respiratory activity (Bodineau et al, 

2006). Such situation might increase vulnerability to respiratory disease associated with 

neural control dysfunctions such as sleep apnea or SIDS (Horne et al, 2004; Marcus, 

2001). 
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1. RÉSUMÉ 

Un traitement à la caféine, similaire à celui utilisé en clinique pour traiter les apnées 

du prématuré, administré au rat nouveau-né induit des effets à long terme sur le contrôle de 

la respiration du rat adulte. En effet, nous avons récemment démontré qu'un traitement 

néonatal à la caféine (NCT) administré du 3 e m e au I 2 c m c jour suivant la naissance à des 

doses de 15 mg/kg altère la respiration au repos et le patron de la réponse ventilatoire à 

l'hypercapnie des rats adultes mesurés par pléthysmographie chez l'animal éveillé. 

Cependant, ces études sont limitées par la présence de l'activité cardiovasculaire et du 

comportement qui interfèrent avec les mesures ventilatoires chez le rat éveillé. Afin de 

compléter les études utilisant l'animal éveillé, nous évaluons ici les effets à long terme de 

la caféine sur l'activité du nerf phrénique et la fonction cardiovasculaire en conditions de 

base et à plusieurs niveaux d'hypercapnie chez le rat adulte anesthésié, vagotomisé et 

ventilé artificiellement. Les mesures sont effectuées à l'âge adulte plusieurs mois après le 

traitement en conditions normocapnique et hypercapnique (+5 mmHg et +10 mmHg de 

CO2 au dessus des valeurs de normocapnie). Les rats NCT présentent une activité intégrée 

du nerf phrénique plus élevée pour tous les niveaux de CO2 (P<0.047). La fréquence 

respiratoire du nerf phrénique n'est pas affectée par le NCT quelque soit le niveau de CO2. 

Bien que l'activité du nerf phrénique soit plus élevée chez les rats NCT, la réponse du nerf 

phrénique à l'hypercapnie n'est pas modifiée par le traitement. Le rythme et la variabilité 

cardiaque sont identiques entre les rats contrôles et NCT en normocapnie; toutefois, en 

hypercapnie ils augmentent fortement chez les rats NCT (P=0.028 pour le rythme 

cardiaque à +10 mmHg et P=0.007 pour la variabilité cardiaque à +5 mmHg). Cette étude 

démontre que le NCT augmentent l'activité du nerf phrénique indépendamment du niveau 

de CO2 et que l'activité cardiaque est affectée lors de l'hypercapnie, suggérant des résultats 

différents de ceux obtenus dans les études chez le rat adulte éveillé. 



ABSTRACT 

Caffeine is widely used to treat apneas in prématuré newborns and this treatment 

occurs during a sensitive period of newborn development. It has been previously shown 

that similar neonatal caffeine treatment (15 mg/kg, NCT) administered each day from 

postnatal day 3 to 12 in the newborn rat induces profound long-lasting effect on ventilation 

and hypercapnic ventilatory response measured in freely-behaving adults. However, studies 

in freely-behaving rats do not allow précise control of cardiovascular parameters that might 

participate to changes observed in ventilation. We addressed this issue by measuring 

phrenic nerve activity, blood pressure, heart rate, and heart rate variability under baseline 

and hypercapnic conditions (+5 and +10 mmHg of CO2 above baseline level) in 

mechanically-ventilated, vagotomized, and anaesthetized control and NCT adult rats. NCT 

rats presented higher integrated phrenic nerve activity at baseline and at each CO2 level 

(P<0.047). Phrenic nerve frequency was not affected by NCT. Despite thèse increases, the 

hypercapnic response of the phrenic nerve activity was not affected in NCT compared to 

controls. Heart rate and heart rate variability were similar in control and NCT rats under 

baseline conditions but were higher during hypercapnia in NCT rats (P=0.028 for heart rate 

at +10 mmHg and P=0.007 for heart rate variability at +5 mmHg). This study shows that 

NCT induced an overall increased activity of phrenic nerve output and cardiac rhythmic 

activities. Despite this increase, CO2 chemosensitivity was not affected by NCT, a resuit 

that differs from freely-behaving rat studies, suggesting that, in thèse rats, ventilation is the 

resuit of a complex interplay between respiratory and cardiovascular activities that requires 

the use of several différent, but complementary, approaches to be precisely assessed. 



2. INTRODUCTION 

Caffeine is a drug widely used in the clinic to treat apneas of prematurity and this 

treatment occurs during a sensitive period of the prématuré's development. It has become 

clear that exposure to caffeine during the neonatal period can lead to modification in the rat 

respiratory phenotype (Montandon et al, 2006a; Montandon et al, 2007; Montandon et al, 

2008). In fact, neonatal caffeine treatment (NCT) from postnatal days 3 to 12 induces long 

lasting increases of respiratory frequency at rest and changes the pattern in the hypercapnic 

ventilatory response of freely-behaving adult maie rats (Montandon et al, 2006a). Thèse 

effect are related to changes in the functional aspects of adenosine Ai and A 2 A receptors in 

the respiratory control of freely-behaving young rats (Montandon et al, 2007). NCT affects 

adenosine Ai receptor rôle in the hypercapnic chemoreflex and adenosine A 2 A receptor rôle 

in ventilation at rest (Montandon et al, 2007), probably due to sustained modifications of 

adenosine receptor expression in spécifie brainstem structures (Gaytan et al, 2006) or at 

peripheral carotid body chemoreceptors (Montandon et al, 2008). Thèse studies were 

limited, in part, by the state of consciousness and by technical difficulties to control blood 

gas. Moreover, the awake rat is not well suited for more invasive mechanistic studies which 

require electrophysiological and cardiovascular recordings. 

To détermine whether neonatal caffeine will lead to sustained long term changes of 

respiratory activity, we measured inspiratory phrenic nerve activity at rest and at différent 

levels of hypercapnia in anaesthetized, vagotomized, paralyzed, and artificially ventilated 

adult maie rats treated with caffeine during the neonatal period. We also measured arterial 

blood gas, blood pressure, heart rate, and heart rate variability in thèse rats to evaluate the 

impact of NCT on the cardiovascular functions. 



3. METHODS 

The study was performed on 14 Sprague-Dawley m a i e adult rats born in our animal 

care facility. Laval University Animal Care Committee approved the expérimental 

procédures and ail protocols were in accordance with the guidelines detailed by the 

Canadian Council on Animal Care. As for previous studies (Montandon et al, 2006a; 

Montandon et al, 2007), caffeine was administrated by gavage each day from postnatal day 

3 to 12 at 15 mg/kg (given as caffeine citrate, 30 mg/kg, Sabex, Boucherville, QC, Canada) 

in a volume of 0.05 mL/lOg of body weight (neonatal caffeine treatment, NCT). Another 

group received water (control group) at the same volume. 

Phrenic nerve activity was recorded in control (n=7) and NCT (n=7) adult maie rats 

(4-5 months-old) as detailed previously (Kinkead et al, 2005b; Montandon et al, 2008). 

Briefly, rats were anaesthetized with isoflurane (3%, in 50% of O2, balance N2), body 

température was maintained between 37°C and 38°C, and venous and arterial fémoral 

cathéters were inserted. Phrenic nerve activity was recorded with a bipolar silver recording 

électrode in adult rat ventilated, vagotomized, anaesthetized with urethane (1.6 g/kg, iv in 

distilled water), and paralyzed with pancuronium bromide (2.5 mg/kg, iv). Nerve activity 

was amplified (AM-Systems, Everett, WA, USA), band-pass filtered (100 Hz to 10 kHz), 

and fed to a moving averager (model MA-821, CWE Inc., Ardmore, PA, USA) before 

being digitized and recorded at 2kHz with a data acquisition S y s t e m (IOX, EMKA 

Technologies, Falls Church, VA, USA). Blood pressure was also continuously digitized at 

a sample rate of 2kHz for subséquent analysis and blood samples were analysed for arterial 

CO2 pressure (P aC0 2), arterial 0 2 pressure (P a 0 2 ) , and pH (model ABL-5, Radiometer 

Copenhagen, Bronshoj, Denmark). 

After a stabilization period of 60 min under hyperoxic conditions (Fl O 2 =0.5) , C 0 2 

apneic threshold for inspiratory (phrenic) activity was determined by mechanically 

hyperventilating the rats until phrenic nerve activity ceased, at which point a first blood 

sample was taken for blood-gas measurements. Rate of the ventilator was then decreased 

progressively until phrenic activity returned and P aC0 2 was set 2-3 mmHg above the apneic 

threshold. Baseline phrenic activity was recorded for 4 min (Figure 23). Then, inspired 



content of CO2 was slowly increased to reach a P aC0 2 5 mmHg (+5 mmHg) and 10 mmHg 

(+10 mmHg) above baseline initial value. Phrenic nerve and blood pressure were recorded 

for 4 min for each CO2 level. At the end of the protocol, CO2 was increased approximately 

30 mmHg above baseline PaCO to reach phrenic nerve maximal activity (CO2 max). 

Mean "steady-state" values for peak integrated phrenic nerve activity (iPNA), 

phrenic burst frequency, mean arterial blood pressure (MAP), and heart rate (HR) were 

obtained by averaging data over a 4 min period for each level (Fig. 23 and 24). Phrenic 

nerve activity was then normalized according to maximal value. Euthanasia was performed 

by urethane overdose. Blood pressure signais of 2-min length were analysed and at least 

500 RR intervais (duration between each systolic pressure peaks) were collected for each 

level and each rat. We then evaluate total heart rate variability with Poincaré plots 

according to Brennan and colleagues (2001) using custom-made script with Maltab 

software (The Mathworks, Natick, MA, USA). Comparisons of ail variables between 

control and NCT rats were made using a one-way ANOVA (JMP 5.1, SAS Institute Inc., 

Cary, NC, USA) and /^-values are indicated in the resuit section. Interactions between CO2 

levels and treatment were tested using two-way ANOVA for repeated measure (CO2 levels 

x treatments) and were followed by post hoc analysis with least-significant means 

différences Student's /-tests (JMP 6) when appropriated. Data were considered significantly 

différent when P<0.05 and were expressed using means ± S.E. 



4. RESULTS 

Table 11 shows that there was no change between control and NCT rats during 

baseline and. hypercapnia for ail blood-gas variables. Body weight did not differ between 

control and NCT adult rats. Représentative phrenic nerve recordings show clearly that 

control rat (Figure 23B) presented lower phrenic nerve activity than NCT rat (Figure 23B). 

Average values confirm thèse observations, since at baseline, mean phrenic nerve 

amplitude was higher in NCT rats compared to controls (by 158%, p=0.030, Figure 23C). 

Neonatal caffeine enhanced, but not significantly, phrenic amplitude (by 106%, p=0.057, 

Figure 23C) at +5 mmHg and did not change phrenic amplitude at +10 mmHg. Percentage 

of max amplitude were higher in NCT than in control rats at baseline and at each C 0 2 

levels (p<0.047, Figure 23F). However, phrenic amplitude and % of max amplitude did not 

présent a higher response to CO2 in NCT compared to control rats (two-way ANOVA: 

treatment x CO2 levels). 

Mean phrenic nerve frequency and percentage of change from maximum frequency 

did not differ between control and NCT rats at baseline, +5 mmHg, and +10 mmHg 

(Figures 23D and 23G). Two-way ANOVA for treatment and CO2 levels was not 

statistically significant for thèse two variables, suggesting that NCT did not alter the 

frequency response to hypercapnia. 

Minute activity (the product of phrenic nerve amplitude and frequency) was higher 

in NCT rats than in control rats at baseline (by 153%, p=0.044, Figure 23E). At +5 mmHg 

and +10 mmHg, minute activity did not differ between groups. At baseline, percentage of 

max minute activity did not differ between groups (Figure 23H). However, at +5 mmHg 

and +10 mmHg, percentage of max minute activity were higher in NCT compared to 

control rats (by 42% and 25%, p=0.021 and p=0.025, respectively). The minute activity 

response to CO2 did not differ between NCT and control groups (two-way ANOVA: 

treatment x CO2 levels), suggesting that NCT did not alter the respiratory CO2 

chemosensitivity. 



To détermine whether neonatal caffeine modifies cardiovascular régulation, we 

evaluated blood pressure, heart rate, and heart rate variability in control and NCT rats. 

Représentative blood pressure recordings are presented in Figures 24A and 24B. Mean 

arterial, systolic, and diastolic blood pressures were similar at baseline, +5 mmHg, and at 

+10 mmHg in control and NCT rats (Figures 24C, 24D, and 24E). Heart rates were similar 

in both groups at baseline (P=0.96), and +5 mmHg (P=0.13), whereas at +10 mmHg it was 

higher in NCT rats than in controls (P=0.028, Figure 24F). To evaluate whether neonatal 

caffeine alters heart rate variability, Poincaré plots were calculated in control and NCT rats 

at each C 0 2 levels. At baseline, there was no effect of NCT on total heart rate variability 

(Table 11), whereas at +5 mmHg it was higher in NCT compared to control rats (P=0.007). 

Thèse différences were not présent at +10 mmHg. Two-way ANOVAs (treatment x CO2 

levels) demonstrated that NCT had no effect on the cardiovascular responses to 

hypercapnia. 



Table 11. Arterial blood gases, pH, mean arterial, systolic and diastolic blood pressure during apnea, baseline, + 5 mmHg, 
+10 mmHg, and CO2 max in control and NCT anaesthetized adult maie rats. 

Control rats (n=7) NCT rats (n=6) 

Apnea Baseline +5 mmHg + 10 mmHg C 0 2 max Apnea Baseline +5 mmHg + 10 mmHg C 0 2 max 

PaC0 2 , 
mmHg 36.1 ±2 .2 t 39.6 ± 1.8 44.6 ± 1.9 t 49.3 ± 2.0 t 72.9 ± 3.8 t 36.8 ±2.1 t 39.7 ±2.2 45.5 ± 1.8 t 50.3 ± 1.5 t 71.4 ±4 .7 f 

PH 7.38 ±0.01 t 7.36 ±0.01 7.32 ±0.01 t 7.30 ±0.01 t 7.19 ±0.02 t 7.39 ± 0.02 f 7.37 ±0.02 7.33 ±0.01 f 7.29 ±0.01 f 7.18 ±0 .02 t 

Pa0 2 , 
mmHg 181 ± 13 173 ± 9 165 ± 9 170 ± 13 167 ± 1 1 203 ± 15 204 ± 14 193 ± 16 193 ± 14 199± 15 * 

HRV, ms2 - 2520 ± 600 1853 ±294 1949 ± 5 2 0 - - 4784 ± 1129 3896 ± 570 * 3794 ± 2057 -

Body 
weight, g 620 ± 19 613 ± 20 

Pa0 2 , arterial oxygen pressure; PaC0 2 , arterial carbon dioxide pressure; HVR, heart rate variability. Values are expressed as means ± S.E. t for means significantly différent from 
baseline. * for value significantly différent from respective control value. Value are significantly différent with p<0.05. 
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Figure 23. Représentative integrated phrenic nerve activity of control (A) and 

NCT (B) adult maie rats at différent CO2 levels (baseline, +5 mmHg, and +10 

mmHg). Mean values of integrated phrenic nerve activity (C), phrenic nerve 

frequency (D), minute activity (E) at baseline, +5 mmHg, +10 mmHg in control 

(open circle, n=7) and NCT (neonatal caffeine treatment, black circle, n=7) 

adult maie rats. Means of normalized data to value at CO2 max (not shown in 

the figure) for phrenic nerve amplitude (F), phrenic nerve frequency (G), and 

minute activity (H). Values are expressed as means ± S.E. * represents value 

significantly (p<0.05) différent compared to control group. iPNA , integrated 

phrenic nerve activity. 



5. DISCUSSION 

This study shows that administration of caffeine during the neonatal period 

enhances integrated phrenic nerve amplitude at baseline and during hypercapnia, without 

affecting phrenic nerve frequency in anaesthetized adult rats. As a resuit, neonatal caffeine 

augments minute activity during hypercapnia; however, it does not affect CO2 respiratory 

chemosensitivity. At baseline, there was no changes of heart rate and heart rate variability, 

whereas under hypercapnia heart rate and heart rate variability were higher in NCT than in 

control rats We previously demonstrated that neonatal caffeine induces long lasting 

changes of breathing in unanaesthetized maie adult rats (Montandon et al, 2006a), here we 

showed that neonatal caffeine induces developmental plasticity of phrenic nerve activity in 

a way that differs from data in unanaesthetized rats and that altérations in cardiovascular 

fonctions might contribute to changes of ventilation in freely-behaving rats. 

Neonatal caffeine increases integrated phrenic nerve amplitude under baseline 

conditions. This resuit is in keeping with our previous study showing that neonatal caffeine 

increased phrenic nerve amplitude at baseline and during hypoxia (Montandon et al, 2008). 

In a similar way, phrenic nerve amplitude normalized to maximum amplitude was higher in 

NCT rats at baseline and at each CO2 level, suggesting that this increase does not dépend 

upon the method used to normalize amplitude in this study. Enhanced phrenic nerve 

amplitude by NCT might be due to changes of the expression of the adenosine A2A 

receptors found at the level of phrenic motor nucleus (Zaidi et al, 2006). In fact, increase 

of excitatory effect of adenosine A2A receptor in this structure might contribute to the 

increase of phrenic nerve amplitude. It is also possible that a change occurs at the level of 

the spinal chord. Chronic théophylline (antagonist to adenosine receptors) induces recovery 

of phrenic nerve activity in rats with spinal chord hemisection (Nantwi et al, 2003b). 
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Figure 24. Représentative and arterial blood pressure signais of control (A) and 

NCT (B) adult maie rats at différent CO2 levels (baseline, +5 mmHg, +10 

mmHg, and CO2 max). Mean values of mean arterial blood pressur (C), systolic 

blood pressure (D), diastolic blood pressure (E), and heart rate (F) of control 

(open circle, n=7) and NCT (neonatal caffeine treatment, black circle, n=6) 

adult maie rats. Values are expressed as means ± S.E. * represents value 

significantly (p<0.05) différent compared to control group. 

NCT enhanced phrenic nerve amplitude in anaesthetized rat, but no similar 

increases in tidal volume in freely-behaving rats were observed either at rest or during 



hypercapnia (Montandon et al, 2006a). Thèse discrepancies between anaesthetized and 

freely-behaving animais can be explained by the fact that rats were anaesthetized, 

vagotomized, and mechanically ventilated in the présent préparation. In fact, in a previous 

study, we also observed that an increase of phrenic nerve amplitude in anaesthetized rats 

was not necessarily accompanied by an elevated tidal volume in unanaesthetized rats 

(Montandon et al, 2008). Also, in freely-behaving animais, the upper airway modulâtes 

lung ventilation by changing their résistance, whereas in anaesthetized rats the upper 

airway contribution was eliminated since we measured respiratory drive through phrenic 

nerve only. 

In freely-behaving animais, neonatal caffeine increases tidal volume response to 

hypercapnia (Montandon et al, 2006a). In the présent study, phrenic nerve response to 

hypercapnia was not enhanced in NCT compared to control rats. First, anaesthesia may 

attenuate the increase of the hypercapnic chemoreflex observed in awake rats. Second, the 

fact that the vagus nerve was eut prevents sympathetic modulation of breathing by 

cardiovascular changes. In intact rats, enhanced heart rate during hypercapnia might 

contribute to changes in tidal volume through vagus nerve; an effect not observed in 

vagotomized préparation. 

Despite the fact that cardiovascular parameters were not influenced by NCT during 

baseline, hypercapnia stimulated heart rate régulation and reveals long term changes in 

heart rate and heart rate variability in NCT rats compared to controls. Adenosine receptors 

are présent in chemosensitive structures involved in heart rate régulation such as the RVLM 

(Bissonnette & Reddington, 1991) or the NTS (Carrettiero & Fior-Chadi, 2004). Since 

activation of adenosine Ai receptors decreases heart rate in the adult rat (Schindler et al, 

2005) and activation of adenosine A2A receptors increases it (Schindler et al, 2005), 

cumulative effects of hypercapnia and changes in adenosine receptor expression might 

explain this enhanced heart rate. In humans, adenosine increases heart rate and heart 

variability during exercise (Piot et al, 1998), suggesting that adenosine receptor activation 

might also increase heart rate variability in addition to affect heart rate. 

Neonatal caffeine induces long-lasting changes on phrenic nerve activity, but did 

not demonstrate an enhanced hypercapnic chemoreflex as we demonstrated in freely-



behaving rats (Montandon et al, 2006a). This demonstrates that différences are observable 

between intact freely-behaving and anaesthetized rats, and that complementary approaches 

are required to understand the complexity of the respiratory control S y s t e m . In addition to 

thèse respiratory changes, neonatal caffeine alters sympathetic activity, revealed by high 

heart rate and high heart rate variability, observable only during hypercapnia. In humans, 

high sympathetic activity during hypercapnia might prédispose to long term cardiovascular 

diseases, such as hypertension (Schultz et al, 2007), especially during sleep when 

hypercapnia is high. On the other hand, total heart rate variability reflects the ability of the 

cardiovascular S y s t e m to adapt to external and internai changes, and an high heart rate 

variability is mostly observed m normal subject compared to patients suffenng 

cardiovascular diseases (Task Force of the ESC and the NASPE, 1996). In that view, 

stimulated cardiac activity in NCT rats might be bénéficiai. Overall, neonatal caffeine 

appears to demonstrate diverse and multiple long-term influences on autonomous nervous 

functions that is not limited to respiratory control System activity, but also to cardiovascular 

activities. 
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1. RÉSUMÉ 

L'enfant prématuré possède à la naissance un système de contrôle de la respiration 

immature et présente des apnées du prématuré récurrentes qui sont traitées grâce à de larges 

doses de caféine. Cependant, les effets de la caféine, un antagoniste des récepteurs Ai et 

A 2 A de l'adénosine, sur le système nerveux encore immature du prématuré sont peu connus. 

A l'aide d'un modèle animal présentant un développement similaire à celui de l'enfant 

prématuré, nous avons démontré qu'un traitement néonatal à la caféine (NCT, 15 

mg/kg/jour) administré du 3 e m e au I 2 c m c jour suivant la naissance provoque des effets 

persistants sur plusieurs aspects du contrôle de la respiration tels la ventilation et la réponse 

ventilatoire à l'hypercapnie de l'animal adulte. Cependant, on peut s'interroger sur l'impact 

à long terme de la caféine en période néonatale sur la réponse ventilatoire à l'hypoxie 

(Flo ?=0.12) et sur les mécanismes la contrôlant. Pour répondre à cette question, nous avons 

mesuré la réponse ventilatoire à l'hypoxie chez le rat conscient traité à la caféine (NCT) ou 

non (contrôle). La réponse de la fréquence respiratoire à l'hypoxie des rats NCT est plus 

élevée durant les premières minutes que celles des rats contrôles. Cet effet est spécifique au 

sexe puisqu'il est observé chez les mâles uniquement. L'évaluation de la réponse du nerf 

phrénique à l'hypoxie chez le rat anesthésié, ventilé, et vagotomisé confirme ce résultat 

puisqu'une augmentation plus prononcée de fréquence du nerf est observée durant 

l'hypoxie chez les rats mâles NCT. Afin de comprendre les mécanismes responsables de 

cette hypersensibilité respiratoire à l'hypoxie, l'évaluation par RT-PCR des niveaux 

d'ARNm codant pour les récepteurs Ai, A 2 A , dopamine D 2 , et de la tyrosyne hydroxylase 

(TH) est réalisée dans les corps carotidiens, les principales structures chémoréceptrices à 

l'hypoxie. Des niveaux élevés sont observés pour l'ARNm des récepteurs A 2 A , dopamine 

D 2 et TH dans les corps carotidiens des rats mâles adultes NCT. En conclusion, cette étude 

démontre que le NCT accentue la sensibilité de la fréquence respiratoire à l'hypoxie 

probablement en augmentant l'expression des récepteurs A 2 A de l'adénosine dans les corps 

carotidiens. Ces données sont appuyées par le fait que la réponse à l'hypoxie des femelles 

est insensible au NCT et que les niveaux d'ARNm dans les corps carotidiens sont peu 

affectés par le traitement. 



ABSTRACT 

Caffeine is widely used to treat apneas of prematurity during the neonatal period. 

However, the potential impact of neonatal caffeine treatment (NCT) during a sensitive 

period in the development of the respiratory control S y s t e m has not been studied 

extensively. We determined whether NCT administered to newborn rats alters the hypoxic 

respiratory chemoreflex at adult âge. Newborn rats received either caffeine (15 mg kg"1) or 

water (control) by oral gavage each day from postnatal day 3 to 12. The ventilatory 

response to hypoxic challenge (FIQ 7 =0.12) was fîrst evaluated in both NCT and control 

groups in freely-behaving adult female and maie rats using whole body plethysmography. 

Results showed that NCT increased the initial phase of the breathing frequency response to 

hypoxia in maies, but not in females. This resuit was confîrmed in a second séries of 

experiments which measured the phrenic nerve response to hypoxia in anaesthetized and 

artificially ventilated adult maie rats. A third séries of experiments used RT-PCR to assess 

the mRNA expression levels of adenosine Ai, A 2 A , dopamine D 2 receptors, and tyrosine 

hydroxylase in the carotid bodies of both groups of adult maie and female rats. NCT 

enhanced mRNA expression levels of adenosine A 2 A and dopamine D 2 receptors, and 

tyrosine hydroxylase in carotid bodies of maies but not females. We conclude that NCT 

elicits a sex-specific increase in the hypoxic frequency response which is likely related, at 

least in part, to an increase in adenosine A 2 A receptors in the carotid body. 



2. INTRODUCTION 

In the clinic, caffeine administration is acknowledged as an efficient treatment for 

respiratory instabilities and apneas commonly seen in prématuré newborn (Martin et al, 

2004). Caffeine is an adenosine receptor antagonist which is an effective and relatively safe 

ventilatory stimulant in this population, even when administered at high doses (Corner et 

al, 2001; Bhatt-Mehta & Schumacher, 2003; Marchai et al, 1987). However, the use of 

such pharmacological agent during a critical period of development is a matter of concern 

for clinicians given its potential impact on CNS maturation (Finer et al, 2006). Although 

several studies have addressed the conséquences of périnatal caffeine exposure on 

numerous aspects of brain development (Gaytan et al, 2006; Guillet & Kellogg, 1991a), 

relatively little is known about the possible conséquences of this treatment on the 

developmental trajectory of the respiratory control System. 

Despite the limitations inhérent to animal research, the newborn rat remains a 

valuable model for developmental studies because at birth, the degree of CNS maturation 

of rats is less advanced than a full term human and corresponds well to that of a prématuré 

baby (Clancy et al, 2001; Finlay & Darlington, 1995). Using a protocol which, in newborn 

rats, reproduced plasma caffeine levels measured in the clinic, we showed that chronic 

neonatal caffeine treatment (NCT; 15 mg kg"1 day"1 from postnatal days 3 to 12) has no 

significant effect on "resting" ventilatory activity, but increases C 0 2 chemosensitivity in 

young (20 days old) maie rats (Montandon et al, 2006a). This effect changed with 

maturation as in adult rats, NCT no longer augments the magnitude of the hypercapnic 

ventilatory response but modifies its pattern (tidal volume versus frequency) in maies but 

not in females (Montandon et al, 2006a). Subséquent results showed that NCT decreases 

ventilatory responsiveness to sélective adenosine receptor antagonists thereby suggesting 

that changes in adenosinergic neurotransmission are involved (Montandon et al, 2007). 

However, our understanding of the persistent effects of NCT on respiratory control 

development remains limited since other functional and mechanistic aspects of this System 

have not been explored. 



The ventilatory response to hypoxia is the resuit of a complex interplay between 

peripheral chemosensory afférent signais and their intégration at the CNS levels. Adenosine 

is an important modulator of this chemoreflex as hypoxia elicits adenosine release both at 

the central and peripheral (carotid body) level (Gourine et al, 2002; Conde & Monteiro, 

2004). Although the précise rôle of adenosine in regulating the hypoxic ventilatory 

response at the CNS level is still unclear (Gourine et al, 2002; Koos et al, 2005), data 

consistently show that adenosine stimulâtes carotid body activity (McQueen & Ribeiro, 

1986), and that A 2 A and A 2 B receptors contribute to this effect (McQueen & Ribeiro, 1986; 

Conde et al, 2006). Thèse results, combined with our previous work, brought us to test the 

hypothesis that NCT alters the hypoxic ventilatory response in adult rats. Since the 

functional (respiratory) conséquences of neonatal interventions on rats pups show 

important sexual dimorphism (Montandon et al, 2006a; Genest et al, 2004), this 

hypothesis was tested on adult maie and female rats. To this aim, we first used whole body 

plethysmography to compare the hypoxic ventilatory response of adult, freely-behaving 

animais between control and NCT rats. Here, we used adult rats because preliminary 

experiments showed that neonatal caffeine had no effect on the hypoxic ventilatory 

response of younger rats. To complément this approach, we compared phrenic (inspiratory) 

responses to hypoxia using an anaesthetized, paralysed, and artificially ventilated rat 

préparation which allows better control of arterial blood gases and éliminâtes potential 

caveats associated with behavioural interférence. Based on plethysmography results, thèse 

electrophysiological experiments were performed on maies only. Finally, the impact of 

NCT on selected indicators of carotid body régulation such as adenosine receptor, 

dopamine receptor, and tyrosine hydroxylase mRNA expressions were assessed using RT-

PCR analysis on organs harvested from adult maie and female rats. Parts of thèse results 

were reported in abstract form (Montandon et al, 2006b). 



3. METHODS 

3.1. Ethical information 

The expérimental protocols were approved by the Animal Care Committee at Laval 

University in accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines. 

3.2. Mating and neonatal caffeine treatment. 

The study was performed on 66 maie and 52 female adult (3-5 months-old) 

Sprague-Dawley rats. Mating and neonatal caffeine treatment (NCT) were performed 

according to our protocol (Montandon et al, 2006a). Dam and maie Sprague-Dawley rats 

were obtained from Charles Rivers Canada (St-Constant, QC, Canada). Ail rats used in this 

study were born in our animal care facility. Rats were supplied with food and water ad 

libitum and maintained in standard laboratory conditions (21°C, 12:12h dark-light cycle: 

lights on at 08:00 and off at 20:00). Briefly, caffeine was administered by gavage, to half 

the pups of the litter (NCT group), each day from postnatal day 3 to 12 at 15 mg/kg 

(caffeine citrate, 30 mg/kg, Sabex, Boucherville, QC, Canada) in a volume of 0.05 ml 10g"1 

of body weight. The other half of the litter received water (control group) at the same 

volume. This caffeine dose results in plasmatic caffeine level of 13±3 mg l"1 (Montandon et 

al, 2006a), which is comparable to the level achieved in the clinic when caffeine is 

administered to newborns (Bairam et al, 1987). In each study, expérimental groups were 

composed of rats originating from at least two différent litters to avoid litter-specific 

effects. 

3.3. Study 1. Effects of neonatal caffeine on the hypoxic ventilatory response. 

Thèse experiments were conducted on 10 control maie, 10 control female, 10 NCT 

maie, and 10 NCT female adult (4-5 months old) rats. Measurements of inspiratory 

duration (7>), breathing frequency (fR), and tidal volume (VT) in unrestrained rats were 

obtained by whole body flow-through plethysmography (model PLY3223, Buxco 



Electronics, Sharon, CT, USA) as described previously (Montandon et al, 2006a; Kinkead 

et al, 2001). Body température was measured by telemetry with a transponder (E-mitter, 

Mini Mitter, Bend, Oregon, USA) implanted intraperitoneally one week before experiments 

(Montandon et al, 2006a). Surgical implantation of transponder was done under 

anaesthesia with ketamine/xylazine (10/50 mg kg"1) injected ip. Barometric pressure, flow 

rate, chamber température, humidity, and body température were used to express Vj in ml 

(Body Température Pressure, Saturated, BTPS) per 100 g of body weight according to 

standard équations (Mortola & Frappell, 1998; Drorbaugh & Fenn , 1955). Minute 

ventilation (VE) was calculated as the product offR and VT and normalized according to 

body weight. Oxygen consumption ( V0 ) and carbon dioxide production ( Vca ) were 

measured using an oxygen analyzer (model S-3A, Ametek, Pittsburgh, PA, USA) and 

carbon dioxide analyzer (model CD-3A, Ametek) and calculated according to the Fick 

principle and formulas ([0 2 \ N - \02 \ m ) x Flow and ÇC02 \ U T - \C02 } v ) x Flow 

respectively used for an open-system (Mortola & Dotta, 1992). Va and Vco were expressed 

in ml min"1 100g"1, Standard Température and Pressure, Dry (STPD). 

Each rat was acclimated to the plethysmographic chamber for about 30 min before 

expérimental recordings. Resting ventilatory and metabolic measurements were made when 

the rat was quiet but awake and breathing room air. However, should the animal appear to 

go to sleep (no active behavior for several minutes), we gently knocked on the chamber to 

ensure that the animal was awake during measurements. After 10 min of normoxic 

measurements (rest), a hypoxic gas mixture (FIQ^O . 12 ; balance N 2) was delivered to the 

chamber for 20 min. Preliminary tests showed that at the onset of hypxia, it took 2 minutes 

for F l 0 to reach 0.12 within chamber. Thèse two minutes were not presented in the figure 

since no ventilation changes were observed during this time. 

3.4. Study 2. Impact of neonatal caffeine on phrenic nerve activity. 

To compare the neural correlate of inspiratory motor output between control (n=7) 

and NCT (n=7) adult maie rats (3-4 months-old), phrenic nerve activity was recorded as 



previously described (Kinkead et al, 2005b). Anaesthesia was induced using isoflurane 

(3%, FIQ =0.5, balance N 2 ) . Rat's température was maintained between 37°C and 38°C 

with a thermoregulated blanket (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA). The trachea 

was cannulated and bilatéral vagotomy was performed at midcervical level. The rat was 

then artificially ventilated with a rodent ventilator (Harvard Apparatus, Holliston, MA, 

USA). A venous fémoral cathéter was inserted for anaesthetic and fluid administration and 

an arterial fémoral cathéter was placed for blood pressure monitoring (Transbridge 

TBM4M-B, World Précision Instruments Inc., Sarasota, FL, USA) and withdrawal of blood 

samples for arterial blood-gas analysis (model ABL-5, Radiometer Copenhagen, London, 

ON, Canada). Rats were slowly converted (-10 min) from isoflurane to urethane 

anaesthesia (1.6 g kg"1, iv in distilled water), and were then paralyzed with pancuronium 

bromide (2.5 mgkg" 1, iv). Proper anaesthesia was confirmed by monitoring changes in 

heart rate and blood pressure in response to toe pinch. The end-tidal expiratory carbon 

dioxide partial pressure (PETC0 2 ) was measured using an in-line C 0 2 analyzer (model 

1265, Novametrix-Respironics, Murrysville, PA, USA). The phrenic nerve was isolated 

unilaterally, using a left dorsal approach, eut distally, and desheathed. The nerve was 

submerged in minerai oil and placed on a bipolar silver recording électrode. Nerve activity 

was amplified (gain = 10,000; model 1700, AM-Systems, Everett, WA, USA), band-pass 

filtered (100 Hz to 10 kHz), and fed to a moving averager (model MA-821, CWE, 

Ardmore, PA, USA) before being digitized and recorded with a data acquisition System 

(IOX, EMKA Technologies). 

After surgery, C 0 2 apneic threshold for inspiratory (phrenic) activity was then 

determined by mechanically hyperventilating the rats until phrenic nerve activity ceased. 

Rate of the ventilator was then decreased progressively until phrenic activity returaed and 

P aC0 2 was set 2-3 mmHg above the apneic threshold. This procédure served to standardize 

baseline phrenic activity relative to its threshold rather than an arbitrarily predetermined 

P a C0 2 level. Baseline phrenic activity was recorded under hyperoxia (FIQ 2 = 0.5), and rats 

were exposed to moderate, isocapnic hypoxia ( F I Q 2 = 0.12) for 6 min. In thèse experiments, 

hypoxic exposure was shorter than in the previous séries (plethysmography) because the 

dead space is smaller in mechanically ventilated rats and the hypoxic mixture reaches the 



lungs more rapidly (seconds instead of minutes). The fact that the breathing frequency 

began to plateau after 2 minutes of hypoxia instead of 10 min illustrâtes this différence. 

Average values of phrenic nerve burst frequencies and amplitudes were obtained every 15 

seconds and reported both in absolute values and expressed as a percentage change from 

baseline. Euthanasia was performed at the end of protocol by urethane overdose. 

3.5. Study 3. Effect of neonatal caffeine on adenosine A2A, dopamine D2, and 

tyrosine hydroxylase mRNA expression in the carotid body. 

Real-time RT-PCR was used for relative quantification of mRNA expression levels 

for adenosine Ai, A2A, dopamine D2 receptors, and tyrosine hydroxylase (TH) mRNAs 

from carotid bodies harvested from maie and female adult rats. Thèse gènes were chosen 

because caffeine is a non spécifie adenosine receptor antagonist for both receptor types and 

because of the functional interaction between adenosine and dopamine receptors at the level 

of central nervous System and carotid bodies (Fuxe et al, 2007; Conde et al, 2006). 

Moreover, it has been shown that chronic behavioural stress induced by neonatal maternai 

séparation during neonatal period increased the carotid body expression level of dopamine 

D 2 receptors, and TH in maies and female adult rats (Kinkead et al, 2005c) but did not 

modify adenosine A 2 A receptors expression level in either sex (Bairam & Carroll, 2005). 

Procédures for animal préparation, surgery, organ collection, and mRNA level estimations 

were similar to those described previously (Bairam et al, 2006a; Kinkead et al, 2005c). 

Experiments were realized on 32 maie and 32 female adult rats of 3-4 months-old (n=16 for 

control and n=16 for NCT). Two pools each containing 16 carotid bodies from 8 rats were 

collected for control and NCT groups and for each sex. Briefly, each rat was anaesthetized 

with a mixture of ketamine/xylazine (10/50 mgkg" 1) injected ip. Rats were rapidly 

tracheotomized and artificially ventilated with air. The carotid bodies were quickly 

removed and were then immediately frozen on dry ice and stored at -80 °C. Total RNA 

extraction as well as RT using random decamer primers for transcripts amplifications were 

done as previously described (Kinkead et al, 2005c). Aliquots of 2 ul from the resulting 

single-stranded cDNA products were used along with the appropriate primers for the A 1 ? 



A 2 A , D 2 , TH, or for 18S ribosomal RNA amplification (Table 12). Each amplification was 

run in separate wells with 2x S Y B R Green Universal PCR Master Mix containing 100 nM 

of each of spécifie forward and reverse gene primers (total 25 ul). Primers were chosen 

using the Primer Express software program (version 2.0, Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA; Table 12). PCR amplification was performed on an ABI Prism 7000 Séquence 

Detector System (Applied Biosystems) according to manufacturer's instruction. The 18S 

ribosomal RNA amplification was used to normalize the data for the différence in starting 

material and to test the efficiencies of RNA extraction and RT reactions for each sample. A 

total of six RTs were prepared from the two différent RNA pools. Then, two PCRs were 

performed from each RT giving a total of 12 PCR reactions for each of amplified gene. The 

relative expression level of Ai, A 2 A , D 2 , or TH transcript was first normalized to 18S 

expression level obtained from the same cDNA sample following the standard curve 

method instructions as given by the manufacturer (User Bulletin, version 2, ABI PRISM 

7700 séquence détection S y s t e m , Applied Biosystem). Hence, an average normalized gene 

expression and standard error of the mean for each transcript studied for each group was 

calculated. Différences less than 10% was considered in the range of variability related to 

RT-PCR amplification and was not considered différent even though statistical analysis 

was less than 5 % (P<0.05) (Bairam et al, 2006a). 



Table 12. Oligonucleotide primers selected for real-time PCR, expected length 
of the PCR products. 

Forward primers Reverse primers 
Length 
(bp) 

A, 
5 ' -G A AG ATCGCCAAGTCGC -3 ' 

residues (1105-1121) * 

5 ' -GGGC A A AG AGG A AG AGG ATG A -3' 

residues ( 1 128-1 148 ) * 
77 

A 2 A 

5 - C G T G G T G C C C A T G A A T T A C A -3' 

residues ( 780-799 ) * * 

5'- G G C G T T A A C A C G A A C G C A A A G -3' 

residues ( 816-836 ) * * 
57 

D 2 

eommon 
segment 

5'- A A G C G C C G A G T T A C T G T C A T G A T -3' 

residues ( 791-813 ) * * * 

5'- G A C A A T G G A G G A G T A G A C C A C A A A G G C -3' 

Residues ( 908-934 ) * * * 
144 

TH 
5'- C T C A G A G C A G G A T G C C A A G C -3' 

residues ( 421-440 )0 

5'- TGTCGCCGTCCGATGAA -3 1 

residues ( 467-483 ) 0 
73 

18S 
5'- GTGACGGGGAATCAGGGTT -3' 

residues ( 407-425 )00 

5'- CCTTCCTTGGATGTGGTAGCC -3' 

residues ( 453-473 )00 
67 

Genebank assecion number for * ( N M 0 1 7 1 5 5 ) ; * * (NM 053294) ; * * * ( NM 012547); 0 (NM 012740) 

andOO(X01117). 

3.6. Data analysis 

For plethysmographic measurements, average values of ventilatory variables were 

obtained on a min by min basis using DataAnalyst software (EMKA). For phrenic nerve 

measurements, average values of phrenic nerve frequency were obtained every 15 sec 

(DataAnalyst, EMKA) and were also expressed as a percentage change (relative change) 

from baseline to assess phrenic nerve response to hypoxia. Phrenic burst amplitude was 

analysed the same way. Showing both forms of data (absolute and % change from baseline) 

ensures that data interprétation is not biased by normalisation artefacts. For mRNA 

statistical analysis, results from 12 PCR reactions were used. Comparisons of ventilation at 

rest, metabolism, and baseline phrenic nerve activity between control and NCT rats were 

made using a one-way ANOVA (JMP 7, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Comparisons 

of the hypoxic responses between control and NCT rats were done with analysis of 

variance for repeated measure using a full factorial standard least square model (interaction: 

hypoxia x treatment, with hypoxia as repeated factor, JMP 7). This allowed us to compare 



the slope of the response between control and NCT rats. To détermine sex-specific impacts 

of NCT on the hypoxic response, we applied three-way ANOVAs with a full factorial 

standard least square model (interaction: hypoxia x treatment x sex, hypoxia as repeated 

factor). Thèse tests were followed by least-significant mean différence Student's /-tests 

(indicated with * in Figures 25, 26, and 27). Différences between mRNA levels of control 

and NCT rats were tested using Wilcoxon rank-sum test since samples came from only two 

pools of carotid bodies and measurements were not independent. If not specified, P values 

reported in the text indicate ANOVA results of standard least square models or Wilcoxon 

rank-sum tests. Data were considered significantly différent when P<0.05 and were 

expressed using means ± S.E. 



4. RESULTS 

4.1. Study 1. Neonatal caffeine enhances hypoxic chemoreflex in freely-behaving 

adult rats 

To détermine whether neonatal caffeine modifies the hypoxic chemoreflex in awake 

freely-behaving adult maie and female rats, we first measured metabolism and breathing at 

rest and during hypoxia using whole-body plethysmography. 

Metabolism. Table 13 summarizes data in control and NCT maie and female adult 

rats at rest. In maies, NCT did not change body weight, V A , V C O I , VEJV0Ï , VE/^co2 > a n d 

body température at rest (Table 13) as well as during hypoxic exposure (data not shown). In 

females, NCT did not change body weight and V0, but increased K C O by 20% (Table 13), 

decreased VE/V0^ at rest, and did not change VE/VCOI . NCT did not change body 

température in females. During hypoxia in females, there were no changes due to NCT in 

any of the indicators of metabolism ( V0 , V M , and Tboefy)-



Table 13. Resting ventilatory, metabolic, and body weight data in control and NCT adult 
maie and female rats. 

Maie rats Female rats 

Control (n= =10) NCT (n=10) Control (n= T0) NCT (n=10) 

Body weight, g 5 2 2 + 31 4 9 4 ± 15 314 ± 16 3 2 0 + 13 

V a (STPD) ml min"1 100g1 2 .5 1 0 . 2 2.7 + 0.1 2 .7 + 0 .3 3 .6 + 0 .3 

V c o (STPD) ml min1 100g1 1.7 + 0 .1 1.8 + 0.1 2 . 0 ± 0 . 1 2 .4 ± 0 . 1 * 

4 4 ± 4 41 ± 3 4 4 + 5 3 2 + 2 * 

l^co2 
6 5 ± 6 62 ± 5 5 9 + 6 4 6 ± 3 

Tbody, °C 3 7 . 0 + 0 .2 3 7 . 3 + 0 .4 3 7 . 9 + 0 .2 3 7 . 7 ± 0 . 1 

V0i , oxygen consumption; STPD, standard température and pressure, dry; V C O i , carbon dioxide production, 

STPD; VEJV0i and VE/VCo, , oxygen and carbon dioxide convection ratios respectively, Tbod}-, body 

température. * P<0.05 versus control. Values are expressed as means ± SE. 

Breathing. Représentative plethysmographic recordings of ventilatory activity at 

rest and during moderate hypoxia (Flo,=0.12) in a control and a NCT maie rat are 

presented in Figures 25a and 25b, respectively. In maies, hypoxia increased respiratory 

frequency in control and NCT rats (P<0.001, Figure 25c). The respiratory frequency in 

response to hypoxia was significantly higher in NCT compared to control rats (hypoxia x 

treatment, P<0.001, Figure 25c) and post-hoc tests demonstrated that this between-group 

différence was présent during the first 9 minutes of hypoxia only (Figure 25c). A similar 

effect was observed for Tj which was significantly lower in NCT rats in comparison with 

controls over the first 10 minutes of hypoxia (hypoxia x treatment, P<0.001, Figure 25d). 



Finally, VE and VT were not changed by NCT either at rest or during hypoxia (Fig. le and 

lf, respectively). In adult females, représentative plethysmographic recordings of 

ventilation at rest and during hypoxia (Flo 2=0.12) in a control and a NCT rat are presented 

in Figures 26a and 26b. Similar to what was obtained in maies, hypoxia increased /R in both 

control and NCT groups (hypoxia effect: P<0.0001, Figure 26c). However, neither/R, T/, 

VE, VT were modified by NCT (Figures 26c, 26d, 26e, 26f, respectively). The effects of 

NCT on the /R and 7} responses to hypoxia were sex-specific (hypoxia x treatment x sex, 

P=0.001 and P=0.004, respectively). 

4.2. Study 2. Neonatal caffeine increases phrenic nerve activity in anaesthetized rats 

To détermine whether neonatal caffeine elicits changes in phrenic nerve activity 

similar to those reported in unanaesthetized, freely-behaving rats, inspiratory (phrenic) 

motor output was compared between NCT and control under "baseline" and hypoxic 

conditions. Since in study 1, NCT had no effect on the hypoxic ventilatory response 

measured in females, thèse experiments were performed on anaesthetized (urethane 

1.6 g kg"1, iv) and paralysed (pancuronium bromide, 2.5 mg kg"1, iv) maie rats only. No 

additional doses of drugs were necessary. 
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Figure 25. Respiratory activity at rest (normoxia) and during hypoxic exposure 

(Flo2=0.12) in control and NCT adult maie rats. Représentative 

plethysmographic recordings of respiratory activity at rest and at 8 and 18 min 

of hypoxia in a control (a) and a NCT maie rats (b). Time-course of respiratory 

frequency /R (C) , inspiratory duration 7} (d), minute ventilation VE (e), and tidal 

volume VT (f) at rest and during 20 min of hypoxia in control (n=10, open 

circle) and NCT (n=10, black circle). * represents data significantly différent 

from control with P<0.05. Values are expressed as mean ± S.E. 
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Blood gases. Table 14 présents arterial blood gases, pH, and body weight obtained 

in this séries. CO2 apneic threshold for phrenic activity did not differ between control and 

NCT rats (data not shown). Accordingly, baseline P aC0 2 , P a 0 2 , and pH values were similar 

in both groups (Table 14). During hypoxia, P a 0 2 decreased to the same level for both 

groups (hypoxia effect: P<0.0001)\ P aC0 2 and pH remained at baseline levels for both 

groups, indicating that isocapnia was maintained during hypoxic stimulation. Finally, as 

observed in the previous séries of experiment, NCT did not affect adult body weight 

(Table 14). 
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Figure 26. Respiratory activity at rest (normoxia) and during hypoxic exposure 

( F l o 2 = 0 . 1 2 ) in control and NCT adult female rats. Représentative 

plethysmographic recordings of respiratory activity at rest and at 8 and 18 min 

of hypoxia in a control (a) and a NCT female rats (b). Time-course of 

respiratory frequency /R (C) , inspiratory duration 7/ (d), minute ventilation VE 

(e), and tidal volume VT (f) at rest and during 20 min of hypoxia in control 

(n=10, open circle) and NCT (n=10, black circle). Values are expressed as 

mean ± S.E. 



Table 14. Arterial blood gases and pH during baseline and moderate hypoxia in 

control and NCT anaesthetized adult maie rats. 

Control rats (n=7) NCT rats (n=7) 

Baseline Hypoxia Baseline Hypoxia 

P a C 0 2 , mmHg 38.6 ± 2 . 1 37.1 ± 2 . 4 40.3 ± 1.1 38.3 ± 1.1 

P a 0 2 , mmHg 152 + 8 41 ± 4 t 149 ± 8 40 ± 1 t 

pH 7.34 ± 0 . 0 1 7.26 ± 0.02 7.32 ± 0 . 0 1 7.24 ± 0.02 

Body weight, g 625 ± 26 656 ± 23 

P a C 0 2 , arterial carbon dioxide pressure; P a 0 2 , arterial oxygen pressure. * P<0.05 versus controls. t P<0.05 
versus baseline. Values are expressed as means ± SE. 

Phrenic nerve activity. Représentative recordings of phrenic nerve activity during 

baseline ( F I Q 2
= 0 . 5 ) and moderate hypoxia (Flo 2=0.12) for a control and a NCT 

anaesthetized adult maie rat are shown in Figures 27a and 27b, respectively. During 

baseline and hypoxia, absolute phrenic burst frequency did not differ between control and 

NCT groups (Figure 27c). Relative change of phrenic nerve frequency was increased by 

NCT during the first minute of hypoxia (Figure 27d). The phrenic nerve frequency in 

response to hypoxia (both absolute and normalised) were higher in NCT than in control rats 

(treatment x hypoxia, P=0.049 and P=0.026, Figure 27c and 27d, respectively); thèse 

increases were only présent during the first minute of hypoxia. During the following phase 

(min 1 to 6), however, phrenic frequency and relative change did not differ between control 

and NCT rats, demonstrating that NCT increased the hypoxic response during the onset of 

hypoxia only. Absolute phrenic burst amplitude recorded from NCT rats was greater than 

controls from baseline to min 1 of hypoxia (Figure 27e) and from min 3 to 6. However, 

relative change of phrenic nerve amplitude did not differ during hypoxia (Figure 27f). The 

hypoxic response of amplitude and relative change of amplitude were not changed by NCT 



(P=0.076 and P=0.10). Absolute minute activity (product of frequency and amplitude) was 

higher in NCT compared to control rats from min 0.5 to 1 (Figure 27g). Relative change of 

minute activity did not differ between control and NCT rats during baseline and hypoxia 

(Figure 27h). However, NCT increased the minute activity response to hypoxia (both 

absolute and normalised, hypoxia x treatment, P=0.016 and P=0.025, respectively, Figure 

27g and 27h). 

Cardiovascular parameters. Représentative blood pressure recordings are shown in 

Figures 28a and 28b for a control and a NCT rat. At rest, mean arterial blood pressure was 

lower in NCT rats compared to controls (P=0.040, Figure 28c), but was identical during 

hypoxia. Systolic blood pressure was not changed by NCT (Figure 28d) either at baseline 

than during hypoxia, whereas diastolic blood pressure was lower in NCT than in control 

rats at rest (P=0.012, Figure 28e) and during the last two minutes of hypoxia (P<0.006). 

Heart rate did not differ between control and NCT rats in control or NCT rats (Figure 28f) 

during baseline and hypoxia. 
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Figure 27. Inspiratory phrenic nerve activity in anaesthetized, paralyzed, 

vagotomized, and artificially ventilated adult maie rat under baseline 

( F l o 2 = 0 . 5 ) and during 6 minute of hypoxia ( F l o 2 = 0 . 1 2 ) . Integrated phrenic 

activity in a control (a) and a NCT (b) rats. Phrenic nerve frequency in control 

(n=7, open circle) and NCT (n=7, black circle) rats (c). Relative changes of 

phrenic nerve frequency (compared to value at baseline) in control and NCT 

rats (d). Integrated phrenic nerve amplitude at baseline and during hypoxia (e). 



Relative changes of phrenic nerve amplitude (f). Minute activity at baseline and 

during hypoxia (g). Relative changes of minute activity (g). * represents value 

significantly différent from control with P<0.05.. Values are expressed as 

means ± S.E.. iPNA, integrated phrenic nerve activity. 
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Figure 28. Arterial blood pressure in control and NCT adult maie rats. 

Représentative blood pressure recordings in anaesthetized, paralyzed, 

vagotomized, and artificially ventilated in a control (a) and a NCT (b) adult 

maie rat under baseline (Flo 2 =0.5) and during 6 minute of hypoxia 

( F l o 2 = 0 . 1 2 ) . Mean arterial blood pressure (c), systolic blood pressure (d), 

diastolic blood pressure (e), and heart rate (f) in control (open circle, n=7) and 



NCT (black circle, n=7) rats. * represents value significantly différent from 

control with P<0.05. Values are expressed as means ± S.E. 

4.3. Study 3. Neonatal caffeine augments mRNA levels of adenosine AIA receptor, 

dopamine D2 receptor, and tyrosine hydroxylase (TH) in the carotid body. 

To détermine whether neonatal caffeine affects indicators of adenosinergic and 

dopaminergic neurotransmission within the carotid bodies of adult rats, we compared 

expression levels of mRNA transcripts encoding for adenosine Ai, A 2 A receptors, dopamine 

D2 receptors, and TH between control and NCT maie and female rats. In maie rats, NCT 

increased mRNA expression levels for adenosine A2A receptors, dopamine D2 receptors, 

and TH by 3 1 % , 43%, and 35%, respectively (Figure 29a), but did not change levels of 

adenosine Ai receptor mRNA. In female rats, NCT increased adenosine A 2A receptor 

mRNA level by 14% (Figure 29b), but did not change Ai, D 2 receptor and TH mRNA 

expression levels. The increase in mRNA levels for dopamine D 2 receptor and TH in NCT 

maies was sex-specific (two-way ANOVAs, sex x treatment; P=0.0008 and P<0.0001, 

respectively). However, the tendency for greater enhancement of adenosine A 2A receptor 

mRNA expression in NCT maies was not confîrmed statistically (sex x treatment, 

P=0.067). 
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Figure 29. Relative quantification of mRNA expression levels of adenosine Ai 

and A 2 A receptors, dopamine D2 receptors, and tyrosine hydroxylase (TH) in 

the carotid body of control (open bar) and NCT (black bar) adult rats. mRNA 

expression levels in the carotid body of maies (a) and females (b). * P<0.05 

versus control. Data are expressed as means ± S.E. 



5. DISCUSSION 

This study shows that chronic neonatal caffeine treatment (NCT) leads to long 

lasting, sex-specific (maie only) enhancement of the breathing frequency response to 

moderate hypoxia. Despite important methodological différences, this effect was observed 

both in freely-behaving and anaesthetized adult rats. Although more experiments are 

required to identify the component(s) of the respiratory control System affected by NCT, 

the rapid dynamics of the response indicate that peripheral hypoxic chemosensitivity is 

likely enhanced by NCT (Powell et ai, 1998). This interprétation is supported by RT-PCR 

data showing that NCT increases adenosine A 2 A receptor, dopamine D 2 receptor, and TH 

mRNA expression levels in the carotid bodies in a sex-specific manner also. While the 

functional implications of thèse results are still unclear, it suggests that NCT affects 

respiratory control development in a way which, in adult maies, may compromise breathing 

efficiency and stability. 

5.7. Critique of methods 

The use of whole body plethysmography to measure ventilatory activity in freely-

behaving rats has several limitations that preclude the conclusion that NCT persistently 

modifies the hypoxic ventilatory response. For instance, sleep-wake states were not 

determined during the recordings and the ventilatory response to hypoxia could be affected 

by a change in behaviour (change of sleep-wake states, increase of snifflng, movements, or 

other behaviour-related artefacts) rather than a change in respiratory output per se 

(Stephenson et al, 2001). Furthermore, arterial blood gases were not controlled in freely-

behaving animais and the enhanced hypoxic response observed above could be due to 

hypocapnia associated with hyperventilation rather than exposure to hypoxia itself (Day & 

Wilson, 2007). Although whole body plethysmography remains the best (least invasive) 

method currently available to measure ventilatory activity in awake rodents (Mortola & 

Frappell, 1998), its validity and accuracy are the subjected of much debate (Enhorning et 



al, 1998; Szewczak & Powell, 2003; Lundblad et al, 2002). Many of the limitations 

associated with whole body plethysmography were addressed by measuring phrenic 

activity in anaesthetized maie adult rats for which many of thèse variables were better 

controlled. Results obtained with this approach confirmed data obtained in awake rats as 

we showed that NCT increases phrenic burst frequency response to hypoxia. However, we 

also observed that the minute activity response to hypoxia was higher in NCT compared to 

control rats; an enhancement was not observed in freely-behaving rats. Thèse discrepancies 

between anaesthetized and freely-behaving rats might be due to the fact that isocapnia was 

maintained and vagotomy was performed in anaesthetized rats. Also the fact that in freely-

behaving rats, the upper airway modulâtes lung ventilation by changing its résistance might 

explain why we did not find any différences in tidal volume between control and NCT rats. 

Despite thèse différences, both approaches suggest that the enhancement of the breathing 

frequency in response to hypoxia is likely due to an increase of the hypoxic chemoreflex 

rather than to sleep or behavioural and/or technical artefacts. 

5.2. M7T-related enhancement of the acute frequency response to hypoxia in adult 

maie rats: putative mechanisms 

Peripheral vs central mechanism. The initial phase of ventilatory response to 

hypoxia involves distinct, but overlapping, peripheral and central mechanisms (Powell et 

al, 1998). The immédiate augmentation of ventilation at the onset of hypoxia (within a few 

breaths) reflects rapid détection of low P a 0 2 by carotid body (Powell et al, 1998) and the 

stronger frequency response seen in NCT rats suggests that carotid body function is 

affected by NCT. However, central brainstem structures, such as the nucleus tractus 

solitarus (NTS) that receive afférent information from peripheral chemoreceptors (Housley 

et al, 1987; Finley & Katz, 1992) also play a significant rôle in the initiation and 

maintenance of the cardio-respiratory responses to hypoxia. The NTS is a brainstem région 

rich in adenosine receptors (Gaytan et al, 2006; Thomas et al, 2000b; Rosin et al, 1998; 

Carrettiero & Fior-Chadi, 2004) where adenosine is naturally released during hypoxia and 

could facilitate neurotransmitter release (e.g. norepinephrine and glutamate; (Sebastiao & 

Ribeiro, 1996). Consequently, changes in adenosinergic neurotransmission within the NTS 



could also contribute to enhancement of the frequency response seen in NCT rats. 

However, adenosine release in the NTS occurs at least two minutes after the onset of the 

hypoxic stimulus (Gourine et al., 2002) suggesting that adenosine is not implicated in the 

initial phase of the ventilatory response to hypoxia, but rather during the late phase (roll-

off) of the hypoxic response (Koos et al., 2005). While thèse observations do not exclude 

the possibility that other CNS structures relevant to respiratory control were affected by 

NCT, they prompted us to focus on the potential rôle of the carotid bodies. 

Adenosine and carotid body. Adenosine is amongst the numerous neurotransmitters 

involved in the régulation of carotid body function during hypoxia. In-vitro studies have 

shown that hypoxia increases endogenous adenosine release from rat carotid body 

(Gonzalez et al, 1994; Conde & Monteiro, 2004). Activation of adenosine A 2 A receptors 

stimulâtes catecholamine release from in-vitro rat carotid body (Conde et al, 2006), 

increases carotid sinus nerve activity of adult cats in-vitro (Runold et al, 1990), and 

increases breathing in anaesthetized rats (Monteiro & Ribeiro, 1987). Together, thèse 

results indicate that adenosine has a stimulatory rôle in the carotid body which likely 

contributes to the increase in activity during a hypoxic challenge. The fact that systemic 

injection of adenosine accentuâtes the hypoxic ventilatory response in humans supports this 

interprétation (Maxwell et al., 1986; Yamamoto et al., 1994). Adenosine A 2 A receptors 

have been identified in the rat carotid body using either immunohistochemistry (Gonzalez 

et al., 1994; Conde et al., 2006), Northern blot (Bairam & Carroll, 2005; Bairam et al., 

2006b), or RT-PCR analysis (Kobayashi et al., 2000; Bairam et al., 2006b). Since 

adenosine Ai receptors were only detected using RT-PCR (Bairam & Carroll, 2005; Bairam 

et al., 2006b), this indicates that its expression level is very low in this structure. However, 

given that NCT had no effect on Ai receptor mRNA expression level, its potential 

involvement at the peripheral level will not be addressed in the following discussion. 

Adenosine A 2 B receptors have also been detected in the carotid body (Conde et al., 2006), 

but adenosine has low affinity for this receptor subtype suggesting that its rôle in the 

hypoxic chemoreflex is minimal (Sebastiao & Ribeiro, 1996). Thus, adenosine A 2 A 

receptors appear as the major excitatory adenosine receptor subtype in the carotid body as 

its activation increases the chemosensory response to hypoxia (Conde et al, 2006) even 

though studies using the non-specific antagonist caffeine have shown contradictory effects 



on chemosensory activity. Caffeine has no effect on chemosensory activity under basai 

condition of normoxia (Bairam et al, 1997; Conde et al, 2006), but it increases the 

chemosensory response to hypoxia of rat carotid body in-vitro (Conde et al, 2006) while it 

has no effect on the in-vivo carotid body responses measured in newborn and adult cats 

(Bairam et al, 1997). Methodological approaches, species différences and the type of 

caffeine administration may account for thèse différences. 

In the présent study, NCT rats showed an increase in mRNA expression levels of 

adenosine A 2 A receptors, which may increase the final protein expression. It also suggests 

that an increase of adenosine A 2A receptor expression in the carotid body might contribute 

to the enhancement of the breathing frequency observed in NCT rats (freely-behaving or 

anaesthetized). In a previous study, we showed that blocking adenosine A 2 A receptors with 

systemic injection of a spécifie antagonist decreases respiratory frequency at rest in control 

juvénile rats (Montandon et al, 2007). Blocking of excitatory adenosine A 2 A receptor at the 

level of the carotid body might explain, in part, this decrease. In NCT rats, however, the 

same dose of A 2 A antagonist fails to reduce respiratory frequency. If adenosine A 2 A 

receptor expression was increased by NCT in the juvénile carotid body, it is not surprising 

that the same dose of antagonist cannot completely block adenosine A 2 A receptors and was 

not, therefore, able to decrease respiratory frequency at the same level than in control rats. 

Although, the functional aspect of A 2 A receptor was not determined in the présent study, the 

increased expression of thèse receptors in the carotid body of NCT group could contribute 

to the increase in breathing frequency response to hypoxia. 

Dopamine and carotid body. It is generally admitted that dopamine inhibits the 

chemosensory activity in in-vitro or in-vivo studies (Iturriaga & Alcayaga, 2004; Bairam & 

Carroll, 2005; Gonzalez et al, 1994). Both dopamine D 2 receptors and TH (rate-limiting 

enzyme for dopamine synthesis) mRNAs are increased in the carotid body of NCT maie 

rats. It is likely that this increase helps reduce or control the stimulatory rôle of adenosine 

A 2 A receptors on carotid body function. Excitatory and inhibitory transmitters in the carotid 

body may act as a "push-pull mechanism" to regulate carotid body activity as recently 

proposed (Prabhakar, 2006). Finally, we are not neglecting the fact that adenosine A 2 A 

receptor gene was also increased in NCT females. However, this increase was not 



associated with any changes in carotid body dopaminergic System indicators and in the 

ventilatory response to hypoxia. If any effect should be présent, it seems minimal in 

comparison to what was observed in maie NCT rats. 

5.3. Cardiovascular changes due to NCT 

Unlike in the freely-behaving model, anaesthetized rats allowed us to measure blood 

pressure without imposing further stress on the animal. We observed a significant decrease 

of mean arterial blood pressure at baseline owing to a reduced diastolic blood pressure. As 

mentioned previously, adenosine plays a critical rôle in cardiovascular régulation both at 

the central and peripheral levels (Scislo & O'Leary, 2005; Schindler et ai, 2005). Injections 

of a spécifie adenosine A 2 A receptor agonist within the NTS decreases mean arterial blood 

pressure as well as sympathetic nerves activity (Schindler et al., 2005; Barraco et al, 

1991). Thus, an increase of adenosine A 2 A receptor expression in the NTS and/or periphery 

due to NCT could potentiate the depressing effect of adenosine on blood pressure. In the 

présent study, the fact that NCT reduces diastolic pressure suggests that peripheral 

résistance is reduced in thèse rats, which is consistent with the effects of adenosine on 

sympathetic nerve activity described previously (Scislo et al, 2001). 

5.4. Sex-specificity 

The présent study is not the first to report sex-specific changes in ventilatory control 

following NCT. We previously showed that NCT induces sex-specific (maie only) long-

term effects on the hypercapnic ventilatory response of young and adult rats (Montandon et 

al., 2006a). NCT did not change the hypercapnic ventilatory response of young female rats 

(20 days old) well before apparition of the oestrus cycle, which suggests that this sex-

specificity does not dépend on the surge of gonadal hormones that takes place during 

puberty, but rather on the hormonal milieu during the neonatal period. While the 

mechanisms of this sex-specific plasticity are still unclear and are beyond the scope of this 

study, a similar sex-specific sensitivity to caffeine exposure has been observed in humans. 



For instance, high consumption of caffeine during pregnancy leads to a higher number of 

small-for-gestational-age boys, but not girls (Vik et al, 2003). At adulthood, the rôle of 

sexual hormones on the long-term expression of the respiratory effects of NCT need further 

investigation.. 

5.5. Putative mechanisms of caffeine-inducedplasticity 

Chronic exposure to adenosine receptor antagonist caffeine in mice increases 

adenosine receptor binding in the whole brain (Boulenger et al, 1983; Marangos et al, 

1984). More precisely, chronic exposure to caffeine enhances adenosine A] receptor 

binding in the mouse hippocampus and adenosine A 2 A receptor binding in the mouse 

striatum (Johansson et al, 1997b). Chronic exposure to théophylline, an other adenosine 

receptor antagonist, in adult rats increases adenosine Ai receptor binding in the cortex 

(Fastbom & Fredholm, 1990; Murray, 1982) and in the cerebellum, the hippocampus, and 

the thalamus (Lupica et al, 1991). This suggests that chronic inactivation of adenosine 

receptors enhances functional expression of thèse receptors. During the neonatal period, 

chronic caffeine exposure modifies adenosine Ai receptor expression in adult rat cortex, 

cerebellum, and hippocampus (Etzel & Guillet, 1994; Guillet & Kellogg, 1991a). It has 

been proposed that when caffeine occupies the adenosine receptor's binding site, the 

number of receptors increases to maintain the efficiency of adenosinergic S y s t e m s 

(Boulenger et al, 1983). Here, we reported an increase of adenosine A 2 A receptor mRNA 

expression in the carotid bodies of NCT maie rats. While we are aware that an increase in 

mRNA expression does not necessarily lead to increase in protein receptor level, the 

increase in breathing frequency response observed at the onset of hypoxia is consistent with 

a greater expression in protein level ( A 2 A receptors) in the carotid body. Also, it is possible 

that NCT might change the cell-type composition of the carotid bodies - more type I cells 

in NCT rats - instead of modifying adenosine A 2 A receptor expression. This effect might 

resuit in an increase of adenosine A 2 A receptor mRNA expression in the whole carotid 

body. However, in mice, chronic caffeine administration enhances mRNA level of 

adenosine A 2 A receptors, as well as binding of agonists to adenosine A 2 A receptors in 

spécifie brain areas (Johansson et al, 1997b), suggesting that the functional rôle of 

adenosine A 2 A receptors was affected by chronic caffeine. Despite several expérimental 



différences with the above mentioned studies, our results suggest that NCT preferentially 

increases adenosine A 2 A receptor expression in the carotid body, an effect that persists until 

adulthood. 

5.6. Clinical relevance 

The respiratory control S y s t e m is tightly regulated to respond appropriately to 

arterial blood gas fluctuations. If breathing increases too quickly and vigorously during 

hypoxia, it could lead to destabilization of ventilation and might, therefore, provoke 

respiratory instabilities (White, 2006; Kara et al, 2003). Previous studies demonstrate that 

hypoxia or hypercapnia are initiators and perpetuators of breathing instabilities, such as 

obstructive (Warner et al., 1987) and central sleep apneas (Javaheri, 1999). We 

demonstrated that neonatal caffeine increases hypoxic chemosensitivity, and we previously 

showed that it modifies the pattern of the hypercapnic ventilatory response (Montandon et 

al., 2006a; Montandon et al., 2007). Cumulative, long-term changes of chemosensitivities 

due to neonatal caffeine might therefore prédispose to respiratory instabilities especially 

during sleep. However, this hypothesis remains to be addressed. 



6. ACKNOWLEDGMENTS 

This work was supported by the Foundation for the Research into Children' Disease 

and the Canadian Institutes of Health Research (operating grant MOP-81101 to A. B.). 

R.K. holds the Canada Research Chair in Respiratory Neurobiology. G.M. was supported 

by PhD awards from the Foundation for the Research into Children' Disease and the J.-and-

J.-L.-Levesque Perinatalogy Chair. The authors thank Yves Lajeunesse for his technical 

assistance with RT-PCR. We also thank Evelyne Vachon and Sylvie Viger responsible for 

day to day animal care and gavage procédure. 



ÉTUDE V 

N E O N A T A L C A F F E I N E I N D U C E S L O N G - L A S T I N G C H A N G E S O N 

S L E E P A N D B R E A T H I N G I N F R E E L Y - B E H A V I N G A D U L T R A T S 

Manuscript In préparation 

Montandon Gaspard1 & 2 , Aida Bairam2, Richard L. Horner1, Richard Kinkead2 

Department of Physiology, Faculty of Medicine, University of Toronto, Ontario. 

Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, Hôpital St-François d'Assise, Université 

Laval, Québec. 



1. RÉSUMÉ 

À la naissance, le nouveau-né prématuré possède un système nerveux immature et 

est fréquemment victime de désordres respiratoires tels que l'apnée caractérisée par un arrêt 

de la respiration pouvant, dans certains cas, être mortel. Afin d'éliminer ces apnées, un 

traitement à base de caféine est administré au nourrisson pendant plusieurs jours voire 

plusieurs semaines. Or, parce que le système nerveux de l'enfant prématuré est immature et 

sensible, il est probable que le traitement néonatal à la caféine (NCT) induise des effets 

permanents persistant jusqu'à l'âge adulte. Nous avons démontré récemment, à l'aide d'un 

modèle animal, que le NCT modifie le comportement respiratoire du rat adulte. Parce que 

la caféine bloque les récepteurs de l'adénosine, une substance endogène impliquée dans la 

régulation du sommeil, on peut s'interroger sur les conséquences à long terme du NCT sur 

l'architecture du sommeil du rat adulte. Le NCT consiste à administrer aux ratons du 3 c m c 

au 1 2 c m c jour suivant la naissance chaque jour une dose de 15 mg/kg. Les mesures sont 

effectuées à l'âge adulte grâce à l'implantation d'un système de télémétrie permettant 

d'évaluer les stades d'éveil-sommeil tout en mesurant la ventilation par pléthysmogrphie. 

Nous observons chez le rat adulte NCT un sommeil à ondes lentes plus court et plus 

fragmenté que chez le rat contrôle. De plus, l'estimation de la ventilation à chaque stade 

d'éveil-sommeil montre que le rat NCT possède une ventilation plus prononcée, en 

particulier durant le sommeil. Également, nous montrons lors du sommeil du rat adulte 

NCT, une augmentation de la variabilité respiratoire accompagnée d'une diminution des 

désordres respiratoires tels que les apnées. Ces résultats permettent de dresser un tableau 

complet de l'impact de la caféine néonatale sur le comportement du rat conscient plusieurs 

mois après le traitement qui suggère que le traitement altère plusieurs systèmes de contrôle 

de façon permanente. 



ABSTRACT 

At birth, prématuré newborns présent an immature nervous System and they suffer 

from apnea of prematurity. Thèse apneas are treated with caffeine, an adenosine receptor 

antagonist, that stimulâtes breathing and decreases apnea occurrence. Since adenosine is an 

endogenous sleep factor, we tested the hypothesis that neonatal caffeine treatment (NCT) 

will induce dysregulations of sleep and breathing in the adult rat. We measured sleep and 

breathing in adult control and NCT rats (15 mg/kg/day from postnatal day 3-12) with a 

telemetry S y s t e m and measured simultaneously ventilation by whole-body 

plethysmography. NCT adult rats spent less time during non-REM sleep and presented a 

fragmented non-REM sleep compared to control rats. Estimation of ventilation for each 

sleep-wake states demonstrated that ventilation during sleep was higher in NCT rats than in 

controls. Also, NCT rats had higher breathing variability, but less apneas than control rats 

during sleep. This study demonstrates that neonatal caffeine, in addition to alter respiratory 

control in awake and sleeping rats, also provoke dysregulation of sleep in the adult. This is 

of considérable importance since insomnia is frequently associated with cardiovascular 

pathologies. 



2. INTRODUCTION 

Development of the mammalian nervous System begins early in gestation and does 

not achieve "adult form" until several months or years after birth. During development, the 

nervous S y s t e m is shaped by various complex interactions and may be influenced by 

multiple environmental factors, such as stress (Genest et al, 2004), asphyxia (Gozal & 

Gozal, 2001), and pharmacological thérapies (Carroll, 2003). Since gestation and infancy 

are times during which the nervous S y s t e m is particularly sensitive to expérience, exposure 

to drugs may lead to long-term changes of the nervous S y s t e m that persist into adulthood. 

For instance, prématuré newborns présent at birth an immature respiratory control System 

and are subject to apneas of prematurity. To reduce apnea, caffeine, an adenosine receptor 

antagonist, is commonly administered to thèse newborns (Hascoet et al, 2000; Bhatt-

Mehta & Schumacher, 2003), but the long-term impact of this treatment on neurological 

development is unknown (Finer et al, 2006). Since the newborn rat has, during the first 

week of life, a similar development than a prématuré human newborn before birth (Clancy 

et al, 2007), this animal model has been used to test the long-term impact of neonatal 

caffeine on brain development. Neonatal caffeine, when administered from postnatal day 2 

to 6, increases adenosine Ai receptor expression in the brainstem of rat pups (Gaytan et al, 

2006), and in the cerebellum, hippocampus, and thalamus of adult rats (Etzel & Guillet, 

1994). Caffeine in the neonatal period also induces long-lasting modifications in the 

behaviour of adult rats, where thèse animais show enhanced locomotor activity in response 

to caffeine (Guillet, 1990) and decreased capacity for learning a task (Fisher & Guillet, 

1997), further demonstrating that altérations of adenosine receptor expression leads to long-

lasting functional changes. 

Adenosine is an endogenous neuromodulator that régulâtes sleep-wake states 

(Basheer et al, 2004). Inactivation of adenosine receptors by caffeine administration 

promotes wakefulness in the adult mouse (Fredholm et al, 1999b). It has been shown in 

knockout mice for adenosine receptor gènes that caffeine acts most likely on adenosine A 2 A 

receptors (Huang et al, 2005). In the prématuré newborn, caffeine administration présents 

similar effects since it disturbs and fragments sleep (Hayes et al, 2007). Thèse effects are 



attributed to acute inactivation of adenosine receptors and it has been well characterised. 

However, little is known about the long term, persistent effect of caffeine treatment 

administered during the neonatal period on sleep-wake behavior later in life. 

We previously showed that caffeine exposure during the postnatal period - with a 

similar dose that is used in the clinic in human to treat apnea of prematurity - modifies the 

respiratory control S y s t e m of the adult rat. Chronic administration of caffeine from 

postnatal day 3 to 12 (neonatal caffeine treatment, NCT) changes the developmental 

trajectory of the hypercapnic respiratory chemoreflex in juvénile and adult rats (Montandon 

et al, 2006a) and modifies adenosine A] receptor functions in juvénile rats (Montandon et 

ah9 2007). The same treatment increases the hypoxic respiratory chemoreflex in the adult 

rat, in part, by enhancing adenosine A 2 A receptor expression in carotid bodies (Montandon 

et al, 2008). This clearly demonstrates that NCT persistently modifies the respiratory 

control S y s t e m of the adult rat. Since thèse previous studies were performed in awake or 

anaesthetized animais, breathing in adults previously treated with caffeine during the 

postnatal period might differ in natural sleep. Sleep exerts important clinically significant 

effects on breathing and its variability (Phillipson & Bowes, 1986), and most breathing 

disorders, such as obstructive and central apneas, occur during sleep (White, 2006), 

suggesting that NCT might affect differently breathing during sleep than during 

wakefulness. 

The aim of the présent study was to détermine whether caffeine, a drug used to treat 

apnea of prematurity and administered during a sensitive period of rat development, will 

lead to long-lasting plasticity of sleep-wake régulation and control of breathing across 

sleep-wake states in freely-behaving adult rats. Accordingly, we measured sleep-wake 

states, ventilation, breathing variability, and the occurrence of apneas across sleep-wake 

states during room air. Since C 0 2 is also known to modulate both sleep and breathing 

stability (Krimsky & Leiter, 2005), we also evaluated NCT-induced effects on sleep and 

breathing during respiratory hypercapnic challenge, and compared the breathing changes 

due to hypercapnia between control and NCT rats. 



3. METHODS 

3.1. Animal mating and neonatal caffeine treatment 

Mating. The study was performed on 16 Sprague-Dawley maie adult (3-4 months 

old) rats. Ail animais were born in the animal care facility of St-François d'Assise Hospital 

(Laval University, Québec, Canada). Dams and maies were obtained from Charles Rivers 

Canada (St-Constant, Québec, Canada). Rats were supplied with food and water ad libidum 

and maintained in standard laboratory conditions (21°C, 12:12h dark-light cycle: lights on 

at 07:00 and off at 19:00). Laval University Animal Care Committee approved the 

expérimental procédures and ail protocols were in accordance with the guidelines outilned 

by the Canadian Council on Animal Care. 

Neonatal caffeine treatment (NCT). Dams delivered 10 ± 2 pups. Only maies were 

used in this study, but the litter size was kept constant at 12 pups by keeping females from 

the litter. There were 6 ± 2 maie pups in each litter. Administration of caffeine was as 

previously described (Montandon et al, 2006a). Briefly, caffeine was administrated by 

gavage each day from postnatal day 3 to 12 at 15 mg/kg (Caffeine citrate, 30 mg/kg, Sabex, 

Boucherville, QC, Canada) in a volume of 0.05 mL/lOg body weight (neonatal caffeine 

treatment, NCT, n=8). Another group received water (control group, n=8) at the same 

volume. This dose of caffeine is known to ensure plasma caffeine level of about 13 mg/L 

(Montandon et al, 2006a), which corresponds to levels measured in prématuré newborns 

during caffeine treatment (Léon et al, 2007). 

3.2. Surgery 

Animais were implanted with a three-channel radio transmitter (model 

TL10M3F50-EET, Data Sciences International, St-Paul, MN, USA) that allows continuous 

measurements of the electroencephalogram (EEG), neck electromyogram (neck EMG), and 

body température (Tbody) in freely-behaving rats as previously described (Stephenson et al, 

2001). Stérile surgery was performed under anesthesia (isoflurane: 3-3.5%; oxygen: 50%) 

one week before measurements. During surgery, body température was maintained between 

37°C and 38°C with a thermoregulated blanket (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA). 



Mid-line incisions were made in the scalp and the abdomen to expose the skull and 

peritoneal cavity, respectively. A telemetry probe (model FET-50EEG, DataScience, 

Bethesba, USA) was placed inside the peritoneum and sutured behind the internai wall of 

the cavity with non-absorbable 3-0 silk. The électrode leads were tunnelled subcutaneously 

from the abdominal cavity to the neck, and the abdomen was closed and sutured with 3-0 

vicryl silk. The rat was placed in a stereotaxic apparatus (Kopf Instruments, Tujunga, 

California, USA), the head was immobilised with blunt ear bars, and a mask was placed 

over the snout for administration of isoflurane anaesthesia. Two of the électrodes from the 

telemetry unit were sutured to the dorsal neck muscle for electromyographic recording. 

Three holes were drilled into the skull, two EEG wires and a référence électrode were 

attached with stainless steel screws (size 0-80X1/16, Plastic One Inc, Roanoake, VA, 

USA). The EEG électrodes were placed approximately 2 mm to the right and 2 mm anterior 

to bregma, and 2 mm to the left and 3 mm posterior to bregma, respectively. The référence 

électrode was placed 3 mm to the left and 5 mm anterior to bregma. Dental acrylic was 

used to affix électrodes and screws to the skull. The skin incision was then closed with 3-0 

vicryl silk. Post-surgical care consisted of three subcutaneous injections of anti-

inflammatory (ketoprofen, 2 mg/kg): immediately after surgery, 24h and 48h post-op. 

3.3. Protocol and measurements 

Expérimental protocol. On the day of the experiment, the telemetry probe was 

activated with a magnet over the rat, and the animal was then placed at 9:00AM in the 

plethysmographic chamber for 1 hour of acclimation. Data recording always started at 

10:00 and EEG, neck EMG, body température, and breathing were measured 

simultaneously for 3 hours. At 1:00PM, a hypercapnic gas mixture (FiCO2=0.05, FTO 2=0.2, 

balance N 2 ) was delivered to the plethysmographic chamber at a flow rate of 2 1/min for 1 

hour. 

Recordings. Electroencephalography, neck EMG, and body température were 

collected through the telemetry receiver (RPC-1, Data Sciences International) placed under 

the plethysmographic chamber. Analog signais were digitized with a data acquisition 



S y s t e m (WinDAQ, DATAQ Instruments Inc, Akron, OH, USA) at a sample rate of 1 kHz. 

Breathing was obtained by whole body flow-through plethysmography (model PLY3223, 

Buxco Electronics, Sharon, CT, USA) according to our standard method (Montandon et al, 

2006a). Barometric pressure, flow rate, chamber température and humidity were also 

measured to express VT (BTPS) in ml (Montandon et al, 2006a). 

3.4. Data analysis 

Sleep-wake states. In 20-s epochs, EEG and neck EMG recordings (Figure 30A) 

were analyzed visually to détermine sleep-wake states according to standard sleep scoring 

for rats (Morrison et al, 2003). Customised scripts under Matlab (Mathworks, Natick, MA, 

USA) were made to analyze for each 20 -s epoch: mean integrated EMG amplitude and 

EEG frequencies for the following bandwidths: ô 2 (0.5-2 Hz), ô, (2-4 Hz), 0 (4-7.5 Hz), a 

(7.5-13.5 Hz), (3i (13.5-20 Hz), p 2 (20-30 Hz). Based upon the frequency bands, the p 2/ ôi 

ratio was calculated for each epoch as an index of EEG activation which reflects the overall 

shift to increased slower-frequencies and decreased faster-frequencies in non-REM sleep, 

and, thus, measured the depth of non-REM sleep (Hamrahi et al, 2001). Percentage of time 

spent at each sleep-wake states (wakefulness, non-REM sleep, and REM sleep) was 

expressed as percentage of total recording time. Sleep fragmentation was assessed as 

number of bouts of sleep-wake states per hour. Bout duration was evaluated for each period 

of wakefulness, non-REM, and REM sleep during the entire recording of each animal. 

Mean bout duration was calculated for each sleep-wake states. 

Breathing. Respiratory parameters were estimated from calibrated flow signal 

according to standard protocol (Montandon et al, 2006a; Drorbaugh & Fenn , 1955). For 

each epoch, respiratory frequency (/R), tidal volume (VT), and minute ventilation 

( VE = fR x VT ) were average during the entire epoch. VT and VE were normalized according 

to body weight. For calculation of means, breathing during transitions between sleep-wake 

states were not considered. This allows accurate measurements of breathing spécifie to each 

sleep-wake state without variability due to transitions. Percentage of changes between 



ventilation at normocapnia and hypercapnia was calculated for each sleep-wake state in 

control and NCT rats. 

Breathing variability. We evaluated breathing variability in control (n=7) and NCT 

(n=7) rats using Poincaré plot analysis using custom-made scripts using Matlab Software 

(Mathworks). A plot was traced for each animais and each sleep-wake states by 

representing the duration of a breath as function of the duration of the preceding breath (Li 

& Nattie, 2006) with a minimum of 100 breaths in each animal and for each sleep-wake 

states: T„+i =f (T„). One rat per group was eliminated because in thèse rats there were not 

enough breaths that could be used to estimate breathing variability appropriately. Two 

standard Poincaré plot descriptors, short-term (SD1) and long-term variability (SD2) were 

calculated (Brennan et al, 2001; Guzik et al, 2007). SD1 was defined as the standard 

déviation of the projection of Poincaré plot on the line perpendicular to the line of identity, 

whereas SD2 was defined as the standard déviation of the projection of Poincaré plot on the 

line of identity (see Results). Short-term variability represented the variability of breath 

duration compared to the following breath (Li & Nattie, 2006). Long-term variability is an 

index of the breath duration variability of ail breaths studied in a spécifie condition. 

Distribution or the total variability of Poincaré plot was estimated by calculating the surface 

of the ellipse defined by SD1 and SD2; S = SD1 x SD2 x Kf the bigger the surface, the 

higher total breathing variability (Guzik et al, 2007). 

Occurrence of apneas. Apneas were counted visually and were deflned as a pause in 

breathing for at least 2 sec which represents on average to two breathing cycles in adult 

rats. Two types of apneas were deflned: post-sigh and spontaneous apneas. Post-sigh 

apneas were preceded by a sigh with an amplitude twice the preceding breath (see Results). 

Spontaneous apneas were defined as a cessation of breathing not preceded by a sigh. 

Occurrence of apneas was expressed as number of apneas per hour. Means of occurrence of 

apneas were calculated for each sleep-wake states, i.e. wakefulness, non-REM, and REM 

sleep. 

Statistical analysis. Means ± S.E. were calculated for ail sleep and breathing 

variables at each sleep-wake states during room air breathing and hypercapnia. Statistics 



4. RESULTS 

4.1. Sleep-wake states 

NCT reduces non-REM sleep at rest. To test whether exposure to caffeine during 

the neonatal period alters sleep patterns in adult rats, we measured EEG and neck EMG 

activities when the rat breaths room air (Figure 30A). Sleep architecture was assessed by 

scoring 20-sec epochs during 3h of normocapnie recordings. In the control rat, more time 

was spent during non-REM sleep (dark gray) than in wakefulness (light gray) or REM 

sleep (black, Figure 30B). In the NCT rat, the opposite resuit was observed since more time 

was spent during wakefulness than during non-REM sleep (Figure 30C). Statistical analysis 

demonstrated that thèse observations were représentative for the population studied. Figure 

31A shows that NCT affects the percentage of time spent at each sleep-wake states 

compared to control rats (two-way ANOVA for states x treatment, P<0.0001). In fact, 

NCT augmented the time spent during wakefulness by 60% (Figure 31 A). To the contrary, 

time spent in non-REM sleep in NCT rats was decreased by 28% compared to control rats 

(Figure 31 A). No significant différence was found between control and NCT rats during 

REM sleep (P=0.09). Similarly, NCT changed bout duration across sleep-wake states (two-

way ANOVA, state x treatment, P<0.001, Figure 31B). In fact, mean bout duration of 

wakefulness in NCT rats was higher than in control rats (by 42%, P=0.009, Figure 31B), 

whereas mean bout duration of non-REM and REM sleep were lower in NCT than in 

control rats (29% and 3 1 % , P=0.004 and P=0.003, respectively). Finally, since sleep was 

reduced in NCT rats, we also estimated sleep fragmentation. NCT did not affect sleep 

fragmentation in a sleep-wake state dépendant manner (two-way ANOVA for state x 

were performed using two-way ANOVAs with repeated-measures (sleep-wake states x 

treatment, with sleep-wake state as repeated factor, JMP 7, SAS Institute Inc., Cary, NC, 

USA) followed by Student /-tests as post-hoc tests. Data were considered significantly 

différent whenp<0.05 and were expressed using means ± S.E. 



treatment, P=0.087, Figure 31C), despite the fact that NCT presented a fragmented non-

REM sleep compared to control rats (by 50%, P=0.0007, Figure 31C). 
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Figure 30. Sleep-wake patterns and respiratory activity at room air (FTCO 2=0, 

FTO 2=0.21, balance N 2 ) in a control rat (A) and sleep-wake state pattern in a 

control ( B ) and a NCT rat (C) during 3-hour. Note that raw neck EMG 

activity is not integrated in recordings of panel A. In panel B and C, light gray 

represents wakefulness, dark gray non-REM sleep, and black REM sleep. 
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Figure 31. Percentage of time spent (A), durations of bout (B), and 

fragmentation (C) of each sleep-wake states at room air (FiCO2=0, 

FiO 2=0.21, balance N 2) in control (n=8) and NCT (n=8) rats. There is a clear 

increase of wakefulness and net decrease of non-REM sleep in NCT 

compared to control rats. Also, NCT decreased mean bout duration of non-

REM sleep, and fragmented non-REM sleep. Data are shown as means ± S.E. 

* for P<0.05 compared to control. 

Quality of sleep in NCT rats. To détermine whether depth of sleep is altered in NCT 

rats compared to control rats, mean integrated neck EMG and EEG frequencies were 

evaluated. Integrated neck EMG activity decreased during non-REM and REM sleep 

compared to wakefulness in control (P<0.0001 and P=0.0001, respectively, Figure 32A) 

as well as in NCT rats (P=0.0078 and P=0.006, respectively, Figure 32A), demonstrating 

that both groups decreased muscle activity similarly during sleep. Mean integrated neck 

EMG activity did not differ between control and NCT rats for each sleep-wake states (two-

way ANOVA for states x treatment, P=0.72, Figure 32A), showing that NCT did not alter 

neck muscle activity. Ratio p2/ôi was used as an index of non-REM sleep. Ratio p2/8i 

decreased during non-REM sleep compared to wakefulness in control and NCT rats 

(P=0.049 and p=0.047, respectively, Figure 32B). Decreases of ratio p2/ôi during non-



wakefulness non-REM REM wakefulness non-REM REM 

Sleep-wake states Sleep-wake states 

Figure 32. Integrated neck EMG activity (A) and ratio between EEG 

frequency bands p 2 (20-30 Hz) and ôi (2-4 Hz) (B) in control (white 

bars) and neonatal caffeine treated (NCT, black bars) rats for each 

sleep-wake states. Note that there was no différence of muscle activity 

and ratio P2/81 between control and NCT rats for each sleep-wake state. 

# represents means significantly différent from wakefulness. Mean ± 

S.E. Value is significantly différent when P<0.05. 

Sleep-wake states in rats exposed to hypercapnia. To evaluate the effect of 

hypercapnia, an arousing as well as a ventilatory stimulus, on sleep pattern, we scored 

sleep-wake states for 1-hour when the rat breathes a hypercapnic gas mixture (FiCO2=0.05, 

FiO2=0.2, balance N2). We first considered the effect of hypercapnia on sleep-wake states of 

control rats only (Figure 33). Hypercapnic effects depended on the prevailing sleep-wake 

state (two-way ANOVAs, state x hypercapnia, P<0.0001). In fact, hypercapnia increased 

REM sleep was not affected by NCT (two-way ANOVA for state x treatment, P=0.60, 

Figure 32B), demonstrating that depth of non-REM sleep was similar in control and NCT 

rats. 

A R 
Neck EMG activity RatfÔ02/ô, 



time spent during wakefulness (by 1 6 % , Figure 3 3 A ) , but decreased time spent during non-

REM sleep (by 1 4 % , Figure 3 3 B ) . No différence was found for REM sleep. In NCT rats, 

hypercapnia did not augment or decrease time spent during wakefulness or non-REM sleep, 

respectively (Figure 3 3 A and 3 3 B ) , as we previously observed in control rats. However, 

hypercapnia reduced slightly, from 4 . 6 % to 1 . 8 % , times spent during REM sleep in NCT 

rats; an effect not observed in control rats. 
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Figure 33. Sleep changes between normocapnia (FiCO 2=0, F t O 2 = 0 . 2 1 , balance 

N 2 ) and hypercapnia (F iCO 2 =0 .05 , F t O 2 = 0 . 2 , balance N 2 ) of proportion of time 

spent at each sleep-wake states in control ( n = 8 ) and N C T rats ( n = 8 ) . Data are 

shown as means ± S.E. * for P<0.05 compared to control. 

4.2. Breathing across sleep-wake states 

Ventilation at room air for each sleep-wake states. To détermine if NCT alters 

breathing during sleep, we measured ventilation using whole-body plethysmography at 

room air during wakefulness, non-REM, and REM sleep. NCT increased minute ventilation 

similarly for each sleep-wake states (by 5 7 % , 5 6 % , and 4 1 % ; P=0.015, P=0.02f and 

P=0.02f respectively for wakefulness, non-REM, and REM sleep; n = 8 , Figure 3 4 A ) . This 

high ventilation was mainly due to high tidal volume in NCT compared to control rats for 



each sleep-wake states (by 40%, 28%, and 30%; P=0.010, P=0.0374, and P=0.022; Figure 

34B). This enhanced ventilation was not due to normalization by body weight since body 

weight was identical in both groups (body weight in controls, 597±29 g, and in NCT 

556±29 g). Respiratory frequency did not change between control and NCT rats during 

wakefulness and REM sleep; however, it was higher during non-REM sleep (by 18%, 

P=0.039, n=8, Figure 34C). Two-way ANOVAs reveals that NCT did not change 

ventilation, tidal volume, or respiratory frequency in a sleep-wake state-dependant manner, 

but increased ventilation similarly for each sleep-wake states. 

Ventilatory changes due to hypercapnia. We, fîrst, evaluated the effects of 

hypercapnia on breathing by expressing the percentage changes from values at room air. In 

control rats, exposure to moderate hypercapnia increased minute ventilation during 

wakefulness, non-REM sleep, and REM sleep (by 98%, 103%), and 91%, respectively, 

Figure 35A). Thèse increases were similar for each sleep-wake states (two-way ANOVA, 

P=0.74). Enhancements of minute ventilation were due to increased tidal volume and 

respiratory frequency observed at each sleep-wake states (Figure 35B and 35C). Thèse 

hypercapnic effects did not dépend upon the prevailing sleep-wake state (P=0.54). In NCT 

rats, enhancements of minute ventilation due to hypercapnia were strongly reduced 

compared to control rats and this effect was observed for each sleep-wake states (two-way 

ANOVAs, treatment x hypercapnia, P=0.037, P=0.025, and P=0.024). Increases of tidal 

volume due to hypercapnia were also strongly attenuated in NCT compared to control rats, 

especially during non-REM and REM sleep (P=0.030 and P=0.011, respectively, Figure 

35B). For respiratory frequency, similar increases were observed between control and NCT 

rats (Figure 35C). 
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Figure 34. Minute ventilation ( A ) , tidal volume (B), and respiratory frequency 

(C) for each sleep-wake states at room air (FiCO 2=0, F T O 2 = 0 . 2 1 , balance N 2) and 

hypercapnia ( F T C O 2 = O . 0 5 , F T O 2 = 0 . 2 , balance N 2) in control (white circles) and 

NCT (black circles) rats. Data are shown as means ± S.E. * for P<0.05 

compared to control. f for P<0.05 compared to normocapnia. 
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4.3. Breathing variability across sleep-wake states 

We determined whether NCT changes breathing variability for each sleep-wake 

states by comparing control (n=7) and NCT (n=7) rats. For a control and a NCT rat, 

Poincaré plots (Figure 36A and 36B respectively) were traced with breaths collected during 

wakefulness, non-REM, and REM sleep. In control rats, short-term, long-term, and total 

variability did not change across sleep-wake states, despite a small tendency for short-term 

variability to decrease during non-REM sleep compared to wakefulness and REM sleep 

(P=0.084). In NCT rats, short-term variability was increased compared to control rats 

during non-REM and REM sleep (P=0.018 and P=0.029, Figure 36C). Long-term 

variability was enhanced in NCT compared to control rats during REM sleep only 

(P=0.014, Figure 36D). Finally, total variability (ellipse S in Figure 36A) was increased in 

NCT compared to control rats during non-REM and REM sleep (P=0.022 and P=0.014, 

Figure 36E). Two-way ANOVAs demonstrated that NCT changes in breathing variability 

did not dépend upon the sleep-wake states, despite the fact that we only observed NCT 



effects during sleep. Breathing variability was not evaluated during hypercapnia because 

there was not enough breathing cycles at each sleep-wake states to accurately calculate 

Poincaré plots. 
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Figure 36. Breathing variability using Poincaré plot analysis for each sleep-

wake states in a control (A) and a NCT (B) rat at room air (FiCO2=0, 

FiO 2=0.21, balance N 2 ) . Short-term SD1 (C), long-term SD2 (D), and total 

variability ellipse S (E) are presented for each sleep-wake states in control (n=7, 

white circles) and NCT (n=7, black circles) rats. * for P<0.05 compared to 

control. 



4.4. Post-sigh and spontaneous apneas across sleep-wake states 

Normocapnia. To evaluate the effect of NCT on apnea occurrence, post-sigh and 

spontaneous apneas were counted for each sleep-wake states in control (n=8) and NCT rats 

(n=8, Figure 37). In control rats, post-sigh apneas were mostly présent during wakefulness 

and REM sleep (Figure 37A). During wakefulness, NCT rats presented less post-sigh 

apneas than controls (by 46%, P=0.022). No différences due to NCT were observed for 

non-REM and REM sleep. Two-way ANOVAs showed that the effects of NCT on post-

sigh apneas did not dépend upon the prevailing sleep-wake state. Few spontaneous apneas 

were observed during wakefulness and non-REM sleep at rest, whereas it occurs most of 

the time during REM sleep (Figure 37B). NCT had no effect on spontaneous apnea 

occurrence during wakefulness and non-REM sleep, but it suppressed completely 

spontaneous apneas during REM sleep (P=0.002, Figure 37B). This effect was spécifie to 

REM sleep (two-way ANOVA, state x treatment, P<0.0001). 

Hypercapnia. We compared occurrence of apnea between normocapnia and 

hypercapnia in control and NCT rats. In control rats, exposure to moderate hypercapnia 

decreased occurrence of post-sigh apneas during wakefulness and suppressed it during 

REM sleep (P=0.008 and P=0.001, respectively, Figure 37A). In NCT rats, hypercapnia 

had no further effects on post-sigh apnea occurrence during wakefulness and non-REM 

sleep, but produced more apneas during REM sleep. It is worth to note that, during 

wakefulness, hypercapnia reduced post-sigh apnea occurrence at the same level than NCT 

decreased it at room air. In control rats, hypercapnia did not change occurrence of 

spontaneous apnea during wakefulness and non-REM sleep (Figure 37B), whereas, during 

REM sleep, it suppressed ail spontaneous apneas (P=0.041). Two-way ANOVAs showed 

that hypercapnic effect on spontaneous apnea varied across sleep-wake states (state x 

treatment, P<0.0001). Indeed, in NCT rats, hypercapnia had no effects on spontaneous 

apneas, since NCT already suppressed spontaneous apneas. 
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Figure 37. Occurences of post-sigh and spontaneous apneas for each sleep-

wake state during normocapnia (FiCO2=0, F i O 2 = 0 . 2 1 , balance N 2) and 

hypercapnia (F tCO 2 =0 .05 , F t O 2 = 0 . 2 , balance N 2) in control and NCT rats. 
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post-sigh (A, left panel) and a spontaneous (B, left panel) apnea of at least 2 s 
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5. DISCUSSION 

Here we addressed the impact of caffeine administered during the neonatal period 

on sleep and respiratory phenotypes of the adult. We observed that this treatment induces a 

strong, persistent dysregulation of sleep. NCT rats spend less time during non-REM sleep, 

fragment non-REM sleep, and have shorter bouts of non-REM sleep compared to control 

rats. Sleep altérations observed in NCT rats are comparable to those observed during 

hypercapnia in control rats. 

Sleep scoring allows measurements of ventilation at each sleep-wake states. We 

showed NCT rats have higher ventilation than control rats for ail states, and that this 

increase does not change between sleep-wake states. By measuring ventilation when rats 

were exposed to 5% of CO2, we observe that hypercapnia increases ventilation in control 

rats, whereas it has no effect in NCT rats. This suggests that enhancements of ventilation in 

NCT rats reach a maximum that hypercapnia can not enhance further. Assessments of 

breathing cycle duration across time reveal that the variability of breathing duration is 

higher in NCT than in control rats during non-REM and REM sleep. Finally, we 

demonstrate that NCT decreases spontaneous apnea occurrence in a sleep-wake state 

dépendant manner, since during REM sleep, spontaneous apneas were completely 

suppressed by NCT in a similar way than it was eliminated by hypercapnia in control rats. 

This study demonstrates that NCT disturbs sleep and breathing, and might be relevant 

clinically for a population of adult patients that received caffeine during the neonatal 

period. In fact, a large population of prématuré newborns receive caffeine for several weeks 

to months to treat apneas of prematurity andtthe long-term outcomes of this treatment are 

unknown in humans (Finer et al, 2006). 

5.1. Decreased and fragmented non-REM sleep in NCT rats 

Sleep measurements were made from 10AM to 2PM, two hour after the beginning 

of the light period, ensuring that rats will spend most of their time sleeping. In fact, control 

rats spent at least 60% of their time during non-REM and 6% during REM sleep. Similar 



sleep pattern is observed in an other study using the same species (Lu et al, 2000). In NCT 

rats, however, propensity of sleep was reduced compared to control rats, mostly because 

NCT rats présent less non-REM sleep and shorter non-REM sleep bout duration than 

controls. NCT rats also présent a fragmented non-REM sleep compared to control rats. 

Despite changes in sleep-wake pattern, depth of non-REM sleep is not modified by NCT as 

it does not alter neck EMG activity or EEG activities. Similar long-term effects are 

observed in human prématuré newborn that received théophylline, an adenosine receptor 

antagonist similar to caffeine, to treat apnea of prematurity. Indeed, one month after chronic 

théophylline treatment, children présent less quiet sleep than non-treated children (Thoman 

et al, 1985). Despite the fact that sleep was measured in infants only, this study 

demonstrates that chronic blockade of adenosine receptors induces long-lasting changes of 

sleep later in life. In mice, however, opposite long-term altérations of sleep have been 

observed following chronic caffeine during gestation (Sinton et al, 1981). In fact, in utero 

chronic caffeine treatment (200 mg/kg) increases propensity to sleep in the adult mice 

offspring. Thèse results differ considerably from our study, probably because the treatment 

occurs early during gestation, a very sensitive period of development, and that high doses 

of caffeine (lOx the dose used in the présent study) were administered in this study. The 

dose used in this study is not clinically relevant and it involves différent mechanisms such 

as inhibitions of phosphodiesterase isoenzymes and/or inactivation of G A B A A receptors 

(Fredholm et al, 1999b). Chronic administration of caffeine at smaller doses of caffeine, 

however, inactivates adenosine Ai and A 2 A receptors. 

Adenosine plays a pivotai rôle in sleep-wake régulation (Basheer et al, 2004); 

during wakefulness it accumulâtes in spécifie brain structures and when concentrations are 

high it provokes sleep (Porkka-Heiskanen et al, 2002; Porkka-Heiskanen et al, 2000). 

Because adenosine A] and A 2 A receptor présent opposite effects on neuronal activity, their 

rôles in sleep-wake régulation dépend upon their spécifie expressions in brain structures 

involved in sleep. For instance in the rat, injection of adenosine Ai receptor agonist CPA in 

the sleep-active ventrolateral preoptic area of the hypothalamus (VLPO) reduces neuronal 

activity and decreases sleep (Methippara et al, 2005). On the other hand, injection of 

adenosine A 2 A receptor agonist CGS21680 increases VLPO activity and enhances sleep. 

Prolonged exposure to caffeine, especially during the neonatal period when the nervous 



S y s t e m is the most sensitive to pharmacological treatments (Finer et al, 2006), enhances 

adenosine Ai receptor expression in brain structures, such as the thalamus, the cerebellum, 

and the hippocampus (Etzel & Guillet, 1994) and also affect adenosine A 2 A receptor 

expression (Montandon et al, 2008). Consequently, long-lasting changes in adenosine 

receptor expression in brain structures involved in sleep régulation might alter sleep 

sensitivity to endogenous adenosine. Despite the fact that this hypothesis needs to be tested, 

we demonstrated that NCT decreases non-REM sleep and we suggest that it might be 

related to long-term enhancement of adenosine receptor expression in spécifie brain 

structures involved in sleep. 

The use of a chemical stimulus, such as hypercapnia, helps us to understand how 

sleep is altered during spécifie conditions that occur frequently during the night. For 

instance, during non-REM sleep, blood C 0 2 level is increased compared to wakefulness 

(Dempsey et al, 2004). In addition, hypercapnia is a clinically relevant situation since 

patients suffering from sleep-disordered breathing, such as obstructive and central sleep 

apneas, frequently présent high blood C 0 2 level during sleep compared to normal subjects 

(Banno & Kryger, 2007). Increased arterial p C 0 2 frequently arouses the patient just before 

resumption of ventilation, and consequently decreases and fragments sleep (Banno & 

Kryger, 2007). In that regard, we showed in the control adult rat that hypercapnia 

diminishes propensity to sleep and fragments non-REM sleep. In NCT rats, however, 

hypercapnia has no further effect on non-REM sleep since it is already low in thèse rats. It 

is worth to note that neither hypercapnia nor NCT alter by itself REM sleep; however, 

cumulative effects of NCT and hypercapnia decrease proportion of time spent during REM 

sleep. This is an important fmding since hypercapnia in addition to the effect of neonatal 

caffeine might trigger more adverse changes of sleep in patients suffering from sleep-

disordered breathing. 

5.2. NCT augments ventilation 

Our previous studies describing the effects of neonatal caffeine on ventilation did 

not find a higher minute ventilation in NCT compared to control rats at rest (Montandon et 



al, 2006a). The fact that in the présent study we eliminated recording during transitions 

between sleep-wake states reduces data variability. Also, ventilation was evaluated for a 

long period of time allowing a more stable average of data across time. In that regard, we 

previously observed a decrease of respiratory frequency at rest in NCT rats similar to what 

is observed during non-REM sleep in this study. This suggests that, in the présent study, 

ventilatory measurements in naturally sleeping animais with simultaneous sleep recordings 

allow an accuracy that can't be reached with traditional respiratory measurements using 

plethysmograph and only behavioural identification of sleep-wake states. 

NCT rats présent higher ventilation at rest compared to control rats that might be 

related to changes in adenosine receptor expression in spécifie nervous structures of the 

respiratory control S y s t e m . Systemic blockade of adenosine A 2 A receptors by antagonist 

ZM241385 decreases ventilation in juvénile control rats, suggesting that adenosine A 2 A 

receptors play an excitatory rôle on the génération of ventilation (Montandon et al, 2007; 

Montandon et al, 2008). Systemic injection does not allow spécifie identification of the 

structures affected by the antagonist; however, we demonstrated that NCT increases 

adenosine A 2 A receptor mRNA expression in carotid bodies of adult rats (Montandon et al, 

2008). Enhancement of excitatory adenosine A 2 A receptor expression in this structure might 

contribute, in part, to the high ventilation observed in NCT rats at each sleep-wake states. 

5.3. Hypercapnia has no effect on ventilation in NCT rats 

Since we recorded data during one hour under hypercapnic conditions, we were able 

to evaluate hypercapnic ventilatory changes for each sleep-wake state. In control rats, 

hypercapnia increases largely ventilation due to enhancements of both tidal volume and 

respiratory frequency. In NCT rats, however, ventilation is already high at room air, so 

hypercapnia has almost no effect on ventilation in thèse animais. Decrease of hypercapnic 

ventilatory changes may be related to the fragmented sleep observed in NCT rats. In fact, it 

has been shown that artificial sleep fragmentation decreased hypercapnic ventilatory 

sensitivity in adult dogs (Bowes et al, 1980). In conclusion, ventilatory measurements at 

room air and under hypercapnic conditions show that NCT alters the respiratory control 



S y s t e m during sleep. This might be relevant for a population of patients suffering from 

sleep and breathing disorders by altering breathing stability. However, it is not clear 

whether NCT might enhance or worsen breathing variability in patients. In that regard, we 

evaluate breathing variability and sleep-disordered breathing in control and NCT rats. 

5.4. High breathing variability during sleep in NCT rats 

Variability of rhythmic activities, such as heart rate, is currently used to detect 

patients suffering from cardiac diseases (Brennan et al, 2002; Task Force of the ESC and 

the NASPE, 1996). For instance, patients with heart failure présent low heart rate 

variability compared to normal subjects (Woo et al, 1992). This suggests that a healthy 

organism présents a certain amount of variability to be able to adapt to new conditions and 

new stimuli. Based upon the same concept, estimation of breathing variability should 

indicate the capacity of the respiratory control S y s t e m to produce différent breaths that 

might respond to many différent conditions (Li & Nattie, 2006). We showed in this study 

that NCT increases breathing variability during non-REM and REM sleep. According to the 

concept derived from heart rate variability, high breathing variability should allow the 

respiratory control S y s t e m to adapt to new conditions. Thus, less respiratory events should 

be observed in NCT rats compared to controls, especially during REM sleep for which 

breathing variability is higher. To address this hypothesis, we estimated breathing disorders 

in control and NCT rats by measuring post-sigh and spontaneous apneas at each sleep-wake 

states. 

5.5. Réductions of sleep-disordered breathing in NCT rats 

In a previous study, we measured the effect of NCT on post-sigh and spontaneous 

apnea occurrence during wakefulness (Montandon et al, 2006a). The fact, that we did not 

evaluate sleep-wake states and that the recording duration was short, limited the conclusion 

of thèse previous results as we did not observed any effects of NCT on apnea occurence. In 



the présent study, however, we noticed that post-sigh apneas mostly occur during REM 

sleep and spontaneous apneas during non-REM and REM sleep demonstrating the 

relevancy of sleep scoring in freely-behaving rats to evaluate apnea occurence. It is also 

congruent with the fact that, in humans, sleep-disordered breathing occurs during sleep 

(Banno & Kryger, 2007). Two types of apneas were observed: post-sigh and spontaneous 

apneas that involve distinct mechanisms. Post-sigh apnea is due to activation of pulmonary 

stretch receptors by the large inspiration that précèdes the sigh (Monti et al, 1995). 

Post-sigh apneas are frequently observed during wakefulness, non-REM sleep, and are 

slightly more prominent during REM sleep. In NCT rats, post-sigh occurrence was smaller 

than in controls during wakefulness only. The clinical relevance of a decrease of post-sigh 

apneas in NCT rats is not clear, especially during wakefulness when there occurrence of 

sleep-disordered breathing is low in humans. On the other hand, spontaneous apneas 

involve cessation of respiratory rhythm génération and occur mostly during REM sleep 

when respiratory activity is inhibited (Krimsky & Leiter, 2005). In NCT rats, spontaneous 

apneas are suppressed during REM sleep, suggesting that NCT stimulâtes respiratory 

rhythm génération in a way that reduces spontaneous apneas. This is in agreement with the 

enhanced breathing variability observed during REM sleep in NCT rats. 

During REM sleep, hypercapnia suppresses post-sigh apneas in control rats. This is 

not surprising since increasing C 0 2 level is used in infants to reduce apneic events (Al-Aif 

et al, 2001). In NCT rats, however, hypercapnia fails to suppress post-sigh apnea during 

REM sleep. This effect is not observed during wakefulness and non-REM sleep and is 

spécifie to post-sigh apnea since spontaneous apnea is completely suppressed during REM 

sleep by hypercapnia. It suggests that spontaneous and post-sigh apneas involve différent 

mechanisms and are altered differently by hypercapnia and NCT. However, understanding 

the mechanisms of apnea occurrence need further studies since it might be relevant to 

comprehend central sleep apnea in humans. 



5.6. Clinical perspective 

It has been previously shown that the postnatal period of the rat is similar, in a 

neurological point of view, to the second half of human pregnancy (Clancy et al, 2007). By 

using the spécifie maturation of the newborn rat, we showed that administration of caffeine 

during a sensitive period of development leads to long-lasting, permanent changes of sleep 

architecture and breathing across sleep-wake states in adult rats. This might be clinically 

relevant since a large population of newborns receives caffeine during prematurity to 

alleviate apneas (Millar & Schmidt, 2004; Léon et al, 2007). Similar long lasting 

altérations of sleep and breathing in humans might contribute to cardiovascular diseases 

such as hypertension (Wolk et al., 2005). On the other hand, we observed an increase of 

ventilation and réductions of sleep-disordered breathing suggesting that neonatal caffeine 

treatment might contribute to a permanent stimulation of the respiratory control S y s t e m . 



DISCUSSION GÉNÉRALE 

L'ensemble des études présentées dans cet ouvrage montre que le traitement 

néonatal à la caféine modifie plusieurs fonctions essentielles de l'organisme chez lesquelles 

le système adénosinergique joue un rôle primordial. Ces changements affectent le système 

de contrôle de la respiration, la fonction cardiovasculaire et la régulation des stades d'éveil-

sommeil. L'étude de ces différentes fonctions s'est avérée capitale lorsqu'on considère les 

interactions complexes qui lient ces différents systèmes. Ainsi, nous allons tenter de 

combiner les données de ces études, d'aborder leurs limites, de développer de nouvelles 

perspectives, et d'élaborer sur leur pertinence clinique. 

1. CONSIDÉRATIONS MÉTHODOLIQUES 

7.7. Validité du modèle animal du nouveau-né prématuré 

L'objectif de cette thèse était de tester les conséquences du traitement néonatal à la 

caféine utilisé en clinique chez l'enfant prématuré à l'aide d'un modèle animal. Or, 

l'utilisation en laboratoire de mammifères prématurés est techniquement très difficile. En 

effet, maintenir en vie un animal prématuré est certainement aussi difficile que maintenir en 

vie un enfant prématuré en clinique. Cependant, il est possible de contourner ce problème 

en utilisant un modèle animal qui possède un développement différent de l'humain. Les 

rongeurs présentent à la naissance une maturation moins avancée que celle du nouveau-né 

humain (Finlay & Darlington, 1995; Clancy et al., 2001). Un modèle mathématique, 

utilisant le développement de plusieurs structures du SNC compare le stade de 

développement du rat nouveau-né à la naissance à celui d'un prématuré humain d'environ 

15 semaines (Clancy et al, 2001). Toujours basé sur le même modèle, le rat nouveau-né 



atteindrait un niveau de maturité équivalent à celui de l'humain à la naissance à un âge situé 

autour de 12 jours. Au niveau du contrôle respiratoire, le rat présente à l'âge d'environ 10 

jours une réponse ventilatoire à l'hypoxie similaire à celle du nouveau-né humain à terme 

(Bissonnette, 2000). Bien que de telles comparaisons aient leurs limites - le développement 

du rat est différent de celui de l'humain sous bien des aspects - le rat nouveau-né est un 

excellent modèle animal pour mimer le traitement néonatal à la caféine que reçoit le 

nouveau-né prématuré. 

7.2. Traitement néonatal à la caféine 

Le traitement néonatal à la caféine utilisé dans cet ouvrage permet d'atteindre des 

doses similaires à celles observées chez l'enfant prématuré en clinique. La procédure de 

gavage à la caféine chez le rat nouveau-né est facile et induit peu de dommages physiques 

chez le nouveau-né. Cependant, il est à noter que la comparaison du groupe contrôle 

(animaux recevant de l'eau) et les animaux naïfs (portée non-perturbée durant le 

développement) montrent que la procédure de gavage altère le développement du contrôle 

respiratoire du rat. En effet, dans l'étude I des différences dans la réponse ventilatoire à 

l'hypercapnie sont observées entre ces deux groupes. Plusieurs aspects liés à la procédure 

d'administration du traitement peuvent expliquer les différences observées. En effet, lors du 

gavage, la portée est perturbée et la mère est séparée de sa portée pour une période pouvant 

aller jusqu'à 30 minutes. De plus, l'introduction du cathéter dans l'œsophage du nouveau-

né peut éventuellement provoquer des irritations et un stress chez l'animal. Ces résultats 

sont en accord avec les études de notre laboratoire démontrant qu'un stress en période 

néonatale modifie le contrôle respiratoire de l'animal adulte (Genest et al., 2001; Genest et 

al, 2004; Kinkead et al, 2005a; Genest et al, 2007). Bien que l'ensemble de ces facteurs 

puissent éventuellement contribuer à l'apparition d'effets persistants, la perturbation est 

similaire chez les deux groupes d'animaux, contrôle (administration d'eau) et caféine, 

permettant ainsi de tester uniquement les effets à long terme de la caféine et non ceux de la 

technique d'administration du traitement. 



Pour que le traitement néonatal à la caféine soit similaire chez les nouveau-nés 

humains et rongeurs, il est nécessaire de déterminer les doses de caféine adéquates. Or, bien 

que la dose létale de caféine soit identique entre le rat et l'humain (Dews, 1982), le temps 

de demi-vie est d'environ 1 heure chez le rat tandis qu'il est de 3 heures chez l'humain 

(Hirsh, 1984). Ainsi, le métabolisme de la caféine chez l'humain est plus lent que chez ce 

rongeur et plus de temps est nécessaire à l'humain afin d'éliminer la caféine de son 

organisme. Cependant, chez l'enfant prématuré d'âge post-conception inférieur à 34 

semaines, le métabolisme est plus lent, et le temps de demi-vie est estimé à 96 heures, 

tandis qu'il est de 5 heures chez l'enfant âgé de 1 an (Le Guennec et al, 1985). Il est donc 

probable que chez le rat nouveau-né le métabolisme soit également plus lent que celui de 

l'adulte. Bien que le métabolisme de la caféine chez le rat nouveau-né n'ait pas été étudié, 

il est nécessaire de tenir compte de cet aspect. En se basant sur les différences entre le rat et 

l'humain adulte et le métabolisme lent de l'enfant nouveau-né, il est probable que le 

métabolisme du rat nouveau-né soit plus rapide que celui de l'enfant nouveau-né. C'est 

pourquoi dans nos études, nous avons utilisé une dose plus élevée que celle utilisée en 

clinique afin de mimer parfaitement les conditions cliniques (15 mg/kg/jour de caféine de 

base pour le rat versus 10 mg/kg/jour le premier jour et 2-5 mg/kg/jour les jours suivant 

pour l'enfant). Afin de confirmer qu'il y ait assez de caféine dans le sang du rat nouveau-

né, nous avons mesuré deux heures après le traitement le taux plasmatique de caféine chez 

le rat âgé de 12 jours. Le taux est de 13.3 g/L une valeur comparable à celle observée en 

clinique chez l'enfant prématuré (Hascoet et al, 2000; Marchai et al, 1987). 

2. CONTRÔLE RESPIRATOIRE ET CAFÉINE 

NÉONATALE 

2.1. Effet du NCT sur la ventilation du rat adulte non-anesthésié 

Les études I et V mesurent la ventilation au repos et durant le sommeil du rat adulte. 

Elles démontrent chacune que le NCT induit des modifications permanentes de la 



ventilation chez l'animal non-anesthésié. Plus précisément dans l'étude I, la fréquence 

respiratoire est plus élevée chez les rats NCT et une augmentation similaire est observée 

lors du sommeil à ondes lentes dans l'étude V. La fréquence respiratoire est régulée par 

l'activité des structures de la RVLM, telles que le préBotzC (Smith et al, 1991) ou les 

noyaux pFRG/RTN (Onimaru & Homma, 2003). Un changement de la neuromodulation 

adénosinergique au niveau de ces structures pourrait expliquer l'augmentation de la 

fréquence respiratoire observée dans les études précédentes. Bien qu'aucune étude n'ait 

abordé le rôle de la neuromodulation adénosinergique au niveau de ces structures, 

quelques-unes ont identifié les récepteurs Ai (Bissonnette & Reddington, 1991) et A 2 A 

(Zaidi et al, 2006; Thomas et al, 2000b) de l'adénosine au niveau de la RVLM (contenant 

le préBotzC et les pFRG/RTN) d'animaux nouveau-nés. Or, l'injection du R-PIA, un 

agoniste du récepteur Ai, dans la RVLM diminue la fréquence respiratoire d'une 

préparation in vitro d'encéphale isolé de rat nouveau-né (Herlenius et al, 1997), suggérant 

que le récepteur Ai a un effet inhibiteur sur la fréquence respiratoire. Le rôle du récepteur 

A 2 A au niveau de cette structure n'a cependant pas été déterminé. Ainsi, si le NCT 

augmente l'expression des récepteurs A 2 A de l'adénosine dans la RVLM, on peut alors 

s'attendre à une augmentation de la fréquence respiratoire chez les animaux NCT. 

Cependant, cette hypothèse reste à tester à l'aide, par exemple, d'une microdialyse des 

antagonistes spécifiques aux récepteurs de l'adénosine au niveau de la RVLM chez les rats 

NCT. 

D'autres structures régulent la fréquence respiratoire. L'activation des neurones du 

NTS stimule l'activité de la RVLM, et donc accentue la fréquence respiratoire chez le rat 

conscient (Nattie & Li, 2002). Ainsi, si le NCT augmente l'activité du NTS, cela 

expliquerait l'augmentation de la fréquence respiratoire observée au repos chez le rat traité. 

L'augmentation de l'activité du NTS peut provenir de deux origines. Tout d'abord, une 

augmentation de l'activité du nerf du sinus carotidien accentue l'activité du NTS (Mifflin, 

1997). L'activité du nerf du sinus dépend quant à lui de l'activité des chémorécepteurs dans 

les corps carotidiens (Gonzalez et al, 1994). Or, il a été démontré dans l'étude IV que 

l'expression de l'ARNm codant pour les récepteurs A 2 A est accentuée par le NCT. Si 

l'augmentation de l'expression du récepteur est similaire à celle de l'ARNm, on peut alors 

s'attendre à une activité plus forte des corps carotidiens chez les rats NCT, puisque la 



liaison de l'adénosine endogène au récepteur A 2 A stimule l'activité des chémorécepteurs 

des corps carotidiens (Conde et al, 2006). Également, au niveau du NTS, une 

augmentation de l'expression des récepteurs A 2 A produit un effet similaire et accentue 

l'activité de cette structure. En conclusion, plusieurs études montrent que le récepteur A 2 A 

de l'adénosine possède un rôle excitateur aux niveaux central et périphérique. Ce rôle fait 

de lui un bon candidat pour expliquer l'augmentation de la fréquence respiratoire observée 

chez le rat NCT. L'étude II de cet ouvrage appuie cette hypothèse. En effet, l'injection 

systémique d'un antagoniste des récepteurs A 2 A (ZM241385) diminue la fréquence 

respiratoire du groupe contrôle. Chez le rat NCT, la même injection n'a pas d'effet sur la 

fréquence respiratoire, suggérant que chez le rat NCT la dose de ZM241385 n'est pas 

suffisante pour bloquer l'action excitatrice de l'adénosine endogène sur les récepteurs A 2 A 

de l'adénosine. Cette étude montre que le récepteur A 2 A joue un rôle certain dans la 

régulation de la fréquence respiratoire. Cependant, parce qu'une injection systémique est 

utilisée dans cette étude, il est impossible de déterminer les structures nerveuses impliquées 

dans ces changements. Ainsi, pour évaluer l'impact du NCT sur les récepteurs A 2 A de 

l'adénosine, la manipulation du système adénosinergique au niveau de structures nerveuses 

responsables de la génération du rythme respiratoire, telles que la RVLM, le NTS, ou les 

noyaux du pont, s'avère nécessaire. 

Il faut également noter que le NCT augmente la ventilation dans l'étude V à chaque 

stade d'éveil-sommeil, un effet qui n'est pas observé dans l'étude I. Ces différences sont 

dues à plusieurs aspects méthodologiques qui diffèrent entre les deux études. Les 

transitions entre les stades d'éveil-sommeil sont éliminées dans l'étude V réduisant ainsi la 

variabilité des mesures due aux réveils de l'animal qui sont souvent composés de soupirs et 

de reniflements. Également, le volume courant observé durant ces périodes de transition est 

plus élevé que durant l'éveil ou le sommeil, pouvant éventuellement expliquer les valeurs 

relativement basses de volume courant observées dans l'étude V. Finalement, le système de 

télémétrie placé dans l'abdomen possède un volume d'environ 10 mL pouvant ainsi 

diminuer le volume pulmonaire de l'animal. Malgré ces limites, l'étude V permet d'évaluer 

avec plus de précisions la ventilation de l'animal conscient tout en prenant compte de son 

état de vigilance qui module les mesures ventilatoires. 



2.2. Effets du NCT sur l'activité du nerf phrénique chez le rat anesthésié 

Bien que les résultats obtenus en conditions de base chez le rat conscient diffèrent 

de ceux obtenus chez le rat anesthésié (Étude III), il est cependant clair que le NCT altère 

également l'activité du nerf phrénique. En effet, l'amplitude de l'activité intégrée du nerf 

phrénique est plus élevée chez les rats NCT que chez les contrôles. Ce résultat surprenant 

est également observé lors des mesures de l'activité du nerf phrénique dans l'Étude IV. 

Plusieurs hypothèse peuvent expliquer cette augmentation. Tout d'abord, l'augmentation de 

l'amplitude du nerf phrénique peut provenir d'une activité plus prononcée du noyau 

phrénique, une structure riche en récepteur Ai de l'adénosine (Zaidi et al, 2006). 

Également, la présence de récepteurs de l'adénosine au niveau des neurones moteurs de la 

moelle épinière peut également participer à cette augmentation (Nantwi et al., 2003a). Une 

étude s'intéressant aux thérapies permettant de récupérer l'activité du nerf phrénique suite à 

une hémisection montre que l'activité phrénique augmente suite à un traitement chronique 

chez le rat adulte similaire au NCT (Nantwi et al., 2003b). En effet, dans cette étude, 

l'administration chronique de théophylline (un antagoniste non-spécifique des récepteurs 

Ai et A 2 A de l'adénosine) permet de récupérer l'activité du nerf phrénique du côté de la 

lésion. Cette étude démontre qu'un blocage chronique des récepteurs de l'adénosine au 

niveau des circuits générant l'activité phrénique augmente à long terme l'amplitude de 

l'activité intégrée du nerf phrénique. Il est possible qu'une facilitation similaire se produise 

dans le cas du traitement néonatal à la caféine. 

2.3. Effet du NCT sur la réponse ventilatoire à r hypercapnie 

Le traitement néonatal à la caféine accentue la réponse du volume courant à 

l'hypercapnie chez le rat adulte (Étude I). Dans l'étude III, nous observons une 

augmentation de l'amplitude du nerf phrénique à tous les niveaux de C 0 2 mesurés chez les 

rats NCT, sans observer cependant d'augmentation de la réponse à l'hypercapnie. Ces 

différences observées entre la ventilation chez le rat conscient et l'activité du nerf 



phrénique chez le rat anesthésié peuvent être expliquées par plusieurs aspects qui différent 

entre les techniques utilisées. Tout d'abord, l'anesthésié peut atténuer les effets du NCT. En 

effet, dans l'étude I, l'animal est conscient et sa respiration varie en fonction de son état de 

vigilance (voir étude V). Ainsi, une transition du sommeil à l'éveil peut influencer la 

ventilation (Stephenson et al., 2001) lors de l'exposition à l'hypercapnie. Cependant, dans 

les études ventilatoires, nous nous sommes assurés que le rat ne dormait pas en tapotant 

régulièrement la chambre. Finalement, la vagotomie réalisée chez les rats anesthésiés de 

l'étude III explique peut-être l'absence de réponse à l'hypercapnie chez ces animaux. En 

effet, parce que le nerf vague véhicule des afférences pulmonaires et cardiaques en 

direction du tronc cérébral et parce que le NCT altère la pression artérielle en hypoxie et le 

rythme cardiaque lors de l'hypercapnie, il est possible que ces afférences accentuent la 

réponse ventilatoire à l'hypercapnie chez les animaux NCT lorsque le nerf vague est intact. 

Il a été démontré récemment que les afférences du nerf vague inhibent l'activité des noyaux 

respiratoires du tronc cérébral, en particulier les cellules chémosensibles au C 0 2 au niveau 

du RTN (Moreira et al, 2007). Ainsi, une approche différente pourrait être envisagée afin 

de déterminer si la réponse ventilatoire à l'hypercapnie est affectée par le traitement 

néonatal à la caféine. En effet, la mesure de la réponse de l'activité musculaire 

diaphragmatique à l'hypercapnie chez l'animal anesthésié, mais non vagotomisé et 

respirant spontanément, permettrait à la fois de contrôler les gaz sanguins et l'activité 

cardiovasculaire mais également de laisser intact le nerf vague. 

2.4. Effet du NCT sur la réponse ventilatoire à r hypoxie 

Chez les rats NCT, la réponse de la fréquence respiratoire à l'hypoxie est plus 

prononcée que chez les rats contrôles qu'elle soit évaluée chez le rat éveillé par 

pléthysmographie à corps entier ou chez le rat anesthésié en mesurant l'activité du nerf 

phrénique. L'évaluation des niveaux d'ARNm par RT-PCR dans les corps carotidiens 

suggère que l'augmentation de ces réponses est due à une expression plus élevée des 

récepteurs A 2 A de l'adénosine dans cette structure. Cependant, des études complémentaires 

sont nécessaires afin de confirmer le rôle d'un surexpression du récepteur A 2 A dans les 

corps carotidiens. Trois séries d'expériences peuvent être proposées. 



1) Tout d'abord, en bloquant les récepteurs A 2 A de l'adénosine spécifiquement au 

niveau des corps carotidiens, on ne devrait pas observer d'augmentation dans la réponse 

chez les rats NCT. L'injection systémique d'un antagoniste périphérique ne traversant pas 

la barrière hémato-encéphalique (par exemple le 8-SPT) avant la mesure de la réponse 

ventilatoire à l'hypoxie devrait permettre de tester cette hypothèse. Cependant, un tel 

antagoniste, bien qu'il soit périphérique, affecte l'activité d'autres structures contenant des 

récepteurs de l'adénosine tel que le cœur, les vaisseaux sanguins, les poumons, et les 

chémorécepteurs des arcs aortiques, et peut par conséquent affecter la réponse à l'hypoxie. 

Une approche différente est ainsi possible pour compléter cette étude. 

2) La chémodénervation du nerf du sinus carotidien chez les rats contrôles et les rats 

NCT devrait également abolir l'augmentation prononcée de la réponse à l'hypoxie chez les 

rats NCT et les réponses devrait être similaires chez les rats contrôles et NCT si seuls les 

corps carotidiens sont responsables de l'accentuation de la réponse. Cette approche devrait 

ainsi déterminer le rôle de la chémosensibilité périphérique dans l'augmentation de 

l'activité du nerf phrénique en réponse à l'hypoxie chez le rat NCT. 

3) Finalement, la mesure de l'activité du nerf du sinus carotidiens dans une 

préparation ex vivo des corps carotidiens provenant de rats contrôles ou NCT permettrait de 

déterminer si les chémosensibilités des corps carotidiens est altérée par le traitement. On 

pourrait également utiliser des antagonistes spécifiques aux récepteurs de l'adénosine, et 

également un antagoniste du récepteur D 2 de la dopamine qui est également affecté par le 

traitement, afin de déterminer leurs rôles spécifiques dans les effets de la caféine. 

2.5. Traitement à la caféine et stress néonatal 

Avec l'avancée des soins médicaux, les chances de survie de l'enfant prématuré ont 

augmenté considérablement. Toutefois, ces soins peuvent être très stressants et le prématuré 

n'est pas préparé aux stress à l'extérieur de l'utérus. Ces stress comprennent l'exposition à 

la lumière, l'exposition aux sons, la maladie, la séparation maternelle, les procédures 

invasives et les médicaments. De plus, l'enfant prématuré est beaucoup plus sensible à la 



douleur que l'enfant à terme (Fitzgerald, 2005) et les procédures que subit le prématuré 

peuvent être douloureuses (Grunau et al, 2006). Bien qu'on ne sache pas quel est l'impact 

de ces expériences sur le développement neurologiques et psychomoteurs de l'enfant 

prématuré, des chercheurs se sont intéressés à cette question en utilisant un modèle animal. 

L'impact de la séparation maternelle en période néonatale sur le développement du système 

de contrôle de la respiration a été évalué chez le rat adulte. La séparation maternelle, qui 

consiste en une séparation journalière de 3 heures du 3 e m e au 1 2 e m c jour suivant la naissance 

du raton modifie les réponses ventilatoires à l'hypoxie (Genest et al, 2004; Genest et al, 

2007) et à l'hypercapnie (Genest et al, 2001) chez le rat adulte. Les conséquences à long 

terme de la séparation maternelle semblent être dues à une modification de la 

neurotransmission GABAergique dans le noyau paraventriculaire de l'hypothalamus faisant 

partie de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Genest et al, 2007). En clinique, en 

plus du stress auquel est exposé le nouveau-né, l'enfant prématuré reçoit un traitement à 

base de caféine. On peut alors s'interroger sur la synergie potentielle d'un stress affectif (la 

séparation maternelle) et un traitement pharmacologie (la caféine) sur le développement du 

contrôle respiratoire du rat. Cette synergie est d'autant plus probable si l'on considère que 

l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien est modulé par la caféine (Patz et al, 2006) et 

que les récepteurs de l'adénosine modulent le relâchement du GABA dans certaines 

cellules de l'hypothalamus (Chen & van den Pol, 1997). De plus, le traitement néonatal à la 

caféine altère l'expression de l'ARNm du récepteur D 2 de la dopamine dans les corps 

carotidiens (étude IV) et un effet similaire est observé chez les rats adultes ayant subit une 

séparation maternelle néonatale (Kinkead et al, 2005c). En conclusion, il est à noter que les 

rats sujets au traitement néonatal à la caféine subissent, en plus de l'action de la caféine, un 

stress relatif au gavage. Le stress induit lors du gavage est cependant de courte durée (1-2 

minutes) mais il est suffisant afin de modifier le contrôle respiratoire des rats juvéniles 

(comparaison entre animaux véhicules et naïfs). L'exposition à un stress plus prolongé 

(comme celui des études citées précédemment) en complément au traitement à la caféine 

pourrait induire des effets fonctionnels notables. 



3. FONCTION CARDIOVASCULAIRE ET CAFÉINE 

NÉONATALE 

Les études III et IV évaluent les effets du NCT sur l'activité cardiovasculaire du rat 

adulte anesthésié. L'étude IV démontre qu'en ligne de base, les pressions artérielles 

moyenne et diastolique sont plus basses chez le rat NCT que chez les contrôles. Parce que 

l'adénosine joue un rôle important dans le contrôle de la fonction cardiovasculaire, 

l'injection systémique d'adénosine ou d'agonistes des récepteurs de l'adénosine diminue la 

pression artérielle chez le rat anesthésié (Barraco et al, 1987). Cependant, l'adénosine peut 

potentiellement augmenter ou diminuer la pression artérielle selon le type de récepteur 

auquel elle se lie, le récepteur Ai ou le récepteur A 2 A de l'adénosine respectivement 

(Barraco et al., 1991). Ainsi, il est probable qu'une diminution de la pression artérielle 

induite par le NCT soit en partie due au changement de l'expression du récepteur A 2 A de 

l'adénosine dans certaines structures du tronc cérébral. Par exemple dans le NTS, 

l'injection du CGS21680, un agoniste pour le récepteur A 2 A , diminue la pression artérielle 

(Barraco et al., 1996). Également, il ne faut pas négliger le fait que l'activation des 

récepteurs de l'adénosine des muscles lisses des vaisseaux sanguins (Tawfik et al., 2005) 

peut également modifier la tonicité de ces derniers et ainsi modifier la résistance vasculaire 

et par conséquent la pression artérielle. Finalement, les résultats de l'étude IV obtenus en 

ligne de base ne sont pas reproduit dans l'étude III malgré une méthode expérimentale 

similaire. Il est possible que parce que le nombre d'animaux étudié est plus bas dans l'étude 

III que dans l'étude IV, la puissance statistique de l'étude III ne soit pas suffisante pour 

révéler de différences significatives. Plusieurs études complémentaires permettraient de 

mieux comprendre l'impact du NCT sur l'activité cardiovasculaire du rat adulte. La 

principale limitation des études III et IV est la vagotomie. La dénervation est nécessaire 

afin de pouvoir ventiler artificiellement l'animal et pouvoir ainsi contrôler les gaz sanguins 

précisément. Cependant, les nerfs vagues véhiculent des informations provenant des 

barorécepteurs pulmonaires {slowly adapting receptors) ou cardiaques (aortiques) en 

direction du tronc cérébral (Moreira et al, 2007). Ainsi, l'évaluation de l'activité 

cardiovasculaire chez le rat NCT dont le nerf vague est intacte s'avère nécessaire. Il est 

possible de mesurer la pression artérielle chez l'animal conscient en implantant 



chroniquement un cathéter fémoral ou encore de mesurer l'activité artérielle chez l'animal 

anesthésié mais respirant spontanément. Ces préparations permettraient de déterminer 

l'impact du traitement à la caféine sur le contrôle cardiovasculaire chez l'animal intact. 

Lors de l'hypercapnie, la fonction cardiaque est également altérée chez les rats 

NCT. En effet, on observe des augmentations du rythme et de la variabilité cardiaque chez 

les rats NCT comparés aux contrôles. Ces différences ne sont pas observées en ligne de 

base, suggérant que l'activation des structures chémosensibles au C 0 2 est nécessaire pour 

révéler des modifications chez les rats NCT. Les mécanismes responsables de ces 

augmentations ne sont cependant pas claires. En effet, peu d'études s'intéressent au rôle de 

l'adénosine dans la génération du rythme cardiaque. Il a cependant été démontré que 

l'activation des récepteurs Ai de l'adénosine par le CPA diminue le rythme cardiaque du rat 

conscient, tandis que l'activation des récepteurs A 2 A par le CGS21680 l'augmente 

(Schindler et al, 2005; Dhalla et al, 2006). Ainsi, l'augmentation du rythme cardiaque 

observée lors de l'hypercapnie chez les rats NCT implique probablement les récepteurs A 2 A 

localisés dans des structures chémosensibles au C 0 2 et impliquées dans la fonction 

cardiovasculaire. Le NTS répond à ces deux critères, mais l'injection d'un agoniste pour le 

récepteurs A 2 A (CGS21680) a pour effet de diminuer le rythme cardiaque (Scislo & 

O'Leary, 2002) infirmant le rôle de cette structure dans l'augmentation du rythme chez les 

rats NCT. La RVLM est cependant une meilleure candidate puisque l'injection d'adénosine 

dans cette structure augmente le rythme cardiaque (Thomas & Spyer, 1996). Les corps 

carotidiens sont des structures également chémosensibles au C 0 2 , comme le démontre une 

étude où une faible augmentation de C 0 2 provoquent un relâchement d'acétylcholine dans 

le corps carotidiens ex vivo du rat (Fitzgerald et al, 2006a). De plus, les corps carotidiens 

jouent un rôle dans la régulation de la pression artérielle, plus précisément dans le 

baroréflexe, et envoient des afférences vers le NTS (Mifflin, 1997). Finalement, ils 

contiennent des récepteurs A 2 A de l'adénosine dont l'activation favorise le relâchement des 

neurotransmetteurs excitateurs (Sebastiao & Ribeiro, 1996) et nous avons démontré dans 

l'étude IV que le NCT augmente l'expression de l'ARNm des récepteurs A 2 A dans ces 

structures. Bien qu'il soit probable que les corps carotidiens participent aux changements 

de pression artérielle et rythme cardiaque observés chez les rats NCT durant l'hypoxie ou 

l'hypercapnie, une étude démontre chez le rat anesthésié que le dénervation des nerfs du 



sinus carotidiens n'a que peu d'effets sur la réponse de la pression artérielle à l'hypercapnie 

(Oikawa et ai, 2005). Malgré cette étude, on peut spéculer que le NCT augmente 

l'expression des récepteurs A 2 A de l'adénosine dans des structures chémosensibles qui 

jouent un rôle cardiovasculaire comme, par exemple, la RVLM ou encore les corps 

carotidiens. Ainsi, la liaison de l'adénosine endogène aux récepteurs excitateurs A 2 A ainsi 

que la stimulation des chémorécepteurs au C 0 2 dans ces structures contribuerait à 

l'augmentation du rythme cardiaque observée chez les rats NCT en hypercapnie. 

Chez l'humain adulte, la variabilité cardiaque est régulée par l'adénosine. En effet, 

l'injection systémique d'un agoniste du récepteur Ai de l'adénosine (SDZ WAG994) 

accentue la variabilité cardiaque (Piot et al, 1998). A l'opposé, l'administration de caféine 

chez l'humain adulte la diminue (Sondermeijer et al, 2002). Bien que l'effet à long terme 

de la caféine n'ait pas été étudié chez l'humain, nous démontrons chez le rat que le NCT 

augmente la variabilité cardiaque lorsque l'animal est exposé à l'hypercapnie. Ainsi, l'effet 

cumulatif du traitement et de l'hypercapnie est nécessaire afin de déclencher une 

augmentation de la variabilité cardiaque. Ceci n'est pas surprenant puisqu'il a été démontré 

chez le cochonnet que l'hypercapnie augmente la variabilité cardiaque (Sica et al, 2002). 

En conclusion, la combinaison de l'hypercapnie et d'un changement dans la 

neuromodulation adénosinergique est peut être à l'origine de l'augmentation de la 

variabilité cardiaque observée dans l'étude III. L'intérêt d'étudier la variabilité cardiaque 

est que cette variable est un indicateur de l'état de santé cardiovasculaire de l'organisme. 

Une variabilité cardiaque anormalement basse est signe d'une pathologie cardiaque (Task 

Force of the ESC and the NASPE, 1996; Casolo et al, 1995). Bien qu'un augmentation de 

la variabilité ait un intérêt clinique, la vagotomie réalisée dans cette étude en limite la 

portée des conclusions. Une étude similaire chez l'animal anesthésié respirant 

spontanément permettrait d'estimer la variabilité cardiaque dans des conditions 

physiologiques. Dans ce cas, il serait possible d'utiliser des méthodes différentes et plus 

complètes pour évaluer la variabilité cardiaque comme l'analyse du spectre de fréquences 

du rythme cardiaque (Sica et al, 2002), mais également du spectre de l'amplitude de la 

pression artérielle systolique (Malpas, 2002). Ces techniques permettent d'évaluer la 

balance sympathico-vagale, c'est-à-dire de déterminer l'influence relative des systèmes 



sympathique et parasympathique (Pagani et al, 1984; Pagani et al, 1993), une information 

qui n'est pas disponible chez l'animal vagotomisé. 

L'origine d'un changement de la fonction cardiaque par un traitement néonatal à la 

caféine ne peut se limiter à des modifications de la commande cardiaque au niveau du tronc 

cérébral. En effet, les récepteurs Ai (Lasley & Smart, 2001) et A 2 A (Hove-Madsen et al, 

2006) de l'adénosine ont été également identifiés dans les myocytes cardiaques. 

L'activation des récepteurs A 2 A à l'aide du CGS21680 (un agoniste pour le récepteur A 2 A ) 

augmente l'amplitude de contraction des myocytes cardiaques in vitro (Xu et al, 1996). 

Ainsi, une augmentation de l'expression des récepteurs A 2 A dans ces cellules pourrait 

induire des changements dans la fonction cardiaque qui persisteraient jusqu'à l'âge adulte. 

4. RÉGULATION DES STADES D'ÉVEIL-SOMMEIL ET 

CAFÉINE NÉONATALE 

La caféine est une drogue consommée par les mères gestantes, administrée au 

nouveau-né prématuré, et consommée par les enfants et les adultes (Fredholm et al, 

1999b). Son effet aigu sur le sommeil est bien documenté (Huang et al., 2005) et implique 

le récepteur A 2 A de l'adénosine. Cependant, à notre connaissance, peu d'études se sont 

intéressées aux effets à long terme d'une administration ou une consommation chronique 

de caféine sur le sommeil. Chez le prématuré, un traitement à base de théophylline induit 

également des effets persistants sur le sommeil. En effet, un mois après le traitement ces 

nouveau-nés présentent moins de sommeil non-REM (Thoman et al, 1985). Bien que cette 

diminution du sommeil soit observée chez le nouveau-né, elle est similaire aux résultats 

obtenus dans l'étude V. En effet, nous observons une diminution du temps consacré au 

sommeil à ondes lentes (non-REM), une fragmentation du sommeil à ondes lentes et une 

diminution de la durée moyenne des périodes de sommeil à ondes lentes chez les rats 

adultes NCT comparés aux contrôles. Bien que le NCT ait lieu plusieurs mois avant l'âge 

adulte et plusieurs mois avant les mesures de sommeil, les perturbations qu'il induit sur 



l'architecture du sommeil sont d'une ampleur similaire, voire plus prononcée, à celles 

provoquées par une stimulation aiguë comme l'hypercapnie. 

Afin d'évaluer avec plus de précisions l'architecture du sommeil chez le rat, la 

durée des mesures de l'étude V pourrait être étendue sur un journée complète. En effet, 24 

heures de mesures permettrait de déterminer le cycle circadien des rats contrôle et NCT. 

Dans l'étude V, le sommeil est évalué de 10 heures à 13 heures pour une durée totale de 3 

heures. Ainsi, si le NCT décale le cycle circadien et retarde la phase diurne (phase inactive 

ou de repos) du rat, on peut s'attendre à une réduction du temps consacré au sommeil 

durant les premières heures de la phase diurne. Cette hypothèse est raisonnable car il a été 

démontré que l'activation du récepteur Ai de l'adénosine (par une injection systémique de 

l'agoniste CHA) affecte la capacité de la souris à décaler son cycle circadien lorsque les 

phases diurne/nocturne sont décalées artificiellement (Sigworth & Rea, 2003). Bien que 

cette éventualité soit envisageable, la phase diurne débute 2 heures avant les mesures du 

sommeil et devrait laisser assez de temps à l'animal pour s'adapter aux changements de 

lumière et à débuter sa phase inactive. De plus, si le cycle circadien est retardé ou décalé 

par le traitement, on devrait d'attendre à un sommeil plus léger chez le rat NCT que chez le 

rat contrôle. Or, la profondeur du sommeil non-REM, évaluée par l'analyse des bandes de 

fréquences de l 'EEG (ratio P2/Ô1 ), est identique chez les rats contrôle et NCT. Ces données 

suggèrent que les sommeils des rats contrôle et NCT durant les trois heures sélectionnées 

sont de même nature. Ces arguments sont en faveur d'une modification de l'architecture du 

sommeil par le NCT plutôt qu'une altération ou un décalage du cycle circadien. 

Les mécanismes responsables des changements de l'architecture du sommeil sont 

discutés dans l'étude V et impliquent probablement un altération de la neuromodulation 

adénosinergique dans des structures impliquées dans le sommeil comme la VLPO ou le 

télencéphale basai. Afin de comprendre par quels mécanismes le NCT altère le sommeil, 

plusieurs études supplémentaires sont envisageables. Tout d'abord, il est nécessaire de 

s'assurer que c'est bien le système adénosinergique qui est altéré par le traitement. 

L'administration systémique d'antagonistes pour les récepteurs Ai et A 2 A avant les mesures 

du sommeil chez les rats contrôle et NCT permettrait de comprendre quels types de 

récepteurs jouent un rôle dans l'altération du sommeil observée chez les rats NCT. 



Cependant, parce qu'il est probable que la distribution des deux récepteurs soient altérés 

par le traitement, la manipulation locale de la neuromodulation adénosinergique au niveau 

des structures impliquées dans le sommeil permettrait de mieux comprendre l'origine des 

effets. Également, l'utilisation de souris transgéniques ont permis de déterminer le rôle des 

récepteurs de l'adénosine dans les mécanismes d'action de la caféine sur le sommeil 

(Huang et al, 2005). En effet, les souris knock-out pour le récepteur A 2 A de l'adénosine ont 

perdues leur sensibilité à la caféine, démontrant le rôle primordial de ce récepteur. Il serait 

envisageable d'utiliser de telles souris (KO pour les récepteurs Ai ou A 2 A de l'adénosine) 

afin de tester si le sommeil de ces souris possèdent la même sensibilité à long terme au 

traitement à la caféine. 

5. DIFFÉRENCES LIÉES AU SEXE 

Dans les études I et IV, le traitement néonatal à la caféine modifie la ventilation des 

rats adulte mâle seulement. Les femelles ne montrent pas de sensibilité au traitement. Dans 

une étude comportementale, le NCT induit des modifications du comportement qui 

diffèrent également entre les mâles et les femelles adultes. En effet, les rats adultes NCT 

présentent des performances d'apprentissage moins élevées chez les mâles et plus élevées 

chez les femelles que les contrôles (Fisher & Guillet, 1997). Ces différences peuvent avoir 

deux origines. Tout d'abord, il est possible que les femelles soient plus résistantes au 

traitement durant la période néonatale. En effet, des sensibilités différentes à la caféine 

entre les mâles et les femelles sont observées dès la fin de la gestation. Par exemple, une 

consommation élevée de caféine chez la mère durant le troisième trimestre de grossesse 

mène à un plus grand nombre de garçons présentant un petit poids à la naissance et cet effet 

n'est pas observé chez les filles (Vik et al, 2003). Ainsi, durant la gestation et peut-être 

aussi après la naissance, l'impact de la caféine peut différer entre les mâles et les femelles. 

Le deuxième facteur pouvant expliquer ces différences mâles/femelles est l'apport 

hormonal au moment des mesures et l'interaction de celles-ci avec le système 

adénosinergique. 



Chez les singes mâles en bas âge, la testostérone diminue la réponse ventilatoire à 

l'hypercapnie (Emery et al., 1994) et il est possible que cet apport hormonal contribue à 

révéler ou accentuer les effets à long terme du traitement. Chez la femme, lors de la phase 

du cycle menstruel où le niveau de progestérone est le plus élevé, la ventilation est 

accentuée et la PETC0 2 est basse (Slatkovska et at., 2006). L'effet stimulateur de la 

progestérone est confirmé car l'administration d'un agoniste des récepteurs de la 

progestérone chez le chat accentue l'activité du nerf phrénique (Bayliss & Millhorn, 1992). 

De plus, toujours chez la femelle, l'interaction entre l'oestrogène et les récepteurs de 

l'adénosine peut être à l'origine de ces différences car la suppression d'œstrogène chez les 

femelles ovarectomisées induit une diminution de l'expression des récepteurs Ai, A 2 A et A3 

de l'adénosine dans le cerveau du rat (Rose'Meyer et al, 2003). A cet égard, une légère 

augmentation de l'expression de l'ARNm du récepteur A 2 A dans les corps carotidiens est 

observée chez les femelles NCT et ceci sans conséquences fonctionnelles sur la réponse 

ventilatoire à l'hypoxie. Ces données montrent que les femelles et les mâles possèdent des 

sensibilités différentes au traitement qui sont éventuellement dues à la présence 

d'œstrogène chez les femelles. Finalement, on peut également supposer que les hormones 

femelles et le cycle ovarien masquent les conséquences du traitement en augmentant la 

variabilité des mesures ventilatoires. En effet, parce que le cycle ovarien n'a pas été 

déterminé dans les études avec les femelles, les variations ventilatoires dues au niveau 

d'hormones changeant durant le cycle menstruel peuvent masquer l'effet du traitment à la 

caféine. 

Afin de déterminer les rôles des hormones sexuelles dans les conséquences du 

traitement néonatal à la caféine et lors des mesures de la ventilation, l'ablation des organes 

sexuels est nécessaire. La suppression des hormones sexuelles par ovarectomie chez la 

femelle ou par castration chez les mâles une semaine avant les mesures permettrait ainsi de 

révéler si les effets du traitement dépendent des hormones sexuelles sécrétées par l'adulte. 

Si les femelles ovarectomisées se révèlent sensibles au NCT, ceci suggérait que soit les 

hormones sexuelles protègent contre les effets du traitement ou encore que ces hormones 

brouillent ou masquent l'évaluation des conséquences du traitement. Si les mâles castrés ne 

présentent plus de sensibilité au traitement, cela démontrerait que la testostérone aggrave et 

accentue les conséquences de la caféine. 



6. DÉVELOPPEMENT ET CAFÉINE NÉONATALE 

6.1. Périodes critiques du développement du rat 

Les périodes sensibles durant lesquelles le traitement néonatal à la caféine modifie à 

long terme le système de contrôle de la respiration ne sont pas bien définies. Nous avons 

choisi dans cet ouvrage d'administrer le NCT du 3 c m c au 1 2 c m c jour suivant la naissance du 

nouveau-né. Plusieurs études s'accordent à dire que le 12 e m e jour suivant la naissance du rat 

correspond au développement du cortex de l'enfant nouveau-né au moment de sa naissance 

(Romijn et al, 1991), suggérant que les jours précédent le 1 2 c m c jour correspondent à un 

développement prématuré chez l'humain. Ainsi, la période relativement longue que nous 

avons choisie permet de s'assurer que la période du traitement chez le rat correspond à une 

période prénatale chez l'humain. Les limites temporelles des périodes critiques du 

développement peuvent également être ciblées en observant les périodes d'administration 

de la caféine dans d'autres études. Par exemple, l'administration in utero de caféine 

modifie l'activité respiratoire du rat nouveau-né (Bodineau et al, 2003) en altérant 

l'expression du récepteur Ai de l'adénosine dans les noyaux respiratoires du tronc cérébral 

(Saadani-Makki et al, 2004). Ces études montrent que la gestation est une période sensible 

du développement du système nerveux durant laquelle la consommation de certaines 

drogues peut altérer le développement normal du nouveau-né. L'administration de caféine 

du 2 c m c au 6 c m c jour suivant la naissance produit des modifications du comportement chez le 

rat adulte (Guillet & Kellogg, 1991a), de l'expression des récepteurs de l'adénosine dans le 

cerveau du rat adulte (Etzel & Guillet, 1994), et une augmentation de l'expression des 

récepteurs Ai de l'adénosine dans certains noyaux respiratoires chémosensibles du tronc 

cérébral, comme le LC (Gaytan et al, 2006). Ces données suggèrent l'existence d'une 

fenêtre développementale durant laquelle le système nerveux est particulièrement sensible. 

C'est également à l'âge de 3-4 jour que le système de contrôle de la respiration présente des 

changements. En effet, à cet âge, la ventilation du nouveau-né atteint un minimum (Liu et 

al, 2006) et cette diminution est peut-être lié au bas niveau de glutamate et de récepteurs 

NMDA 1 ou au niveau élevé de GABA mesurés dans le complexe préBôtzinger du rat au 



même âge (Wong-Riley & Liu, 2005). Vers la fin du traitement néonatal à la caféine a 

également lieu des changements importants. En effet, au 1 2 c m c jour suivant la naissance du 

rat, des changements spectaculaires ont lieu. Les expressions des récepteurs Glu2, GABA B , 

et du récepteur pour la glycine présentent des niveaux beaucoup plus élevés que durant le 

reste du développement dans presque toutes les structures du tronc cérébral (Wong-Riley & 

Liu, 2005). C'est également à cet âge que la fréquence respiratoire atteint son maximum 

(Liu et al., 2006). Bien que dans cette étude la ventilation soit mesurée par 

pléthysmographie chez l'animal éveillé et que la mesure de la fréquence respiratoire peut 

être altérée par le comportement de l'animal, cet âge semble un moment important du 

développement du rat. 

En conclusion, les études présentées dans le paragraphe précédent portant sur le 

développement du système de contrôle de la respiration s'accorde à dire qu'entre le 3 e m e et 

le I 2 c m c jour suivant la naissance du rat plusieurs étapes importantes prennent places. 

L'utilisation de périodes plus courtes durant lesquelles le traitement à la caféine serait 

administré permettrait de cibler les fenêtres temporelles critiques et éviter certaines 

périodes durant lesquelles le traitement altère le plus le système de contrôle de la 

respiration. Ces études montrent également que le système adénosinergique présente 

plusieurs changements durant le développement du rat et que l'évaluation des conséquences 

du traitement évolue avec l'âge. Cet aspect est abordé au paragraphe suivant. 

6.2. Caféine néonatale et développement 

Dans cet ouvrage, plusieurs changements surviennent durant le développement des 

rats nouveau-nés traités à la caféine. A l'âge de dix jours, les rats traités à la caféine ne 

présentent pas de changements dans leur comportement respiratoire par rapport aux 

contrôles (Figure 38) malgré une petite tendance, non significative, à diminuer la réponse 

du volume courant. Cependant, une semaine après le traitement (P20), les rats NCT 

présentent une réponse ventilatoire à l'hypercapnie plus prononcées que les rats contrôles. 

A l'âge adulte, la caféine néonatale altère le patron de la réponse ventilatoire à 

l'hypercapnie sans augmentation nette de la réponse ventilatoire. Cependant, les adultes 



traités à la caféine présentent une fréquence respiratoire plus prononcée que les contrôles. 

Ces données démontrent la présence d'une maturation des effets du NCT tout au long du 

développement du rat. 

Fréquence respiratoire 

0 5 10 15 20 0 5 1 0 15 20 0 5 10 15 20 

Duration of hypercapnia (min) 

Volume courant 

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 

Durée de l'hypercapnie (min) 

Figure 38. Maturation des effets du traitement néonatal à la caféine sur la 

réponse à l'hypercapnie (Fl C o 2 =0-05) de la fréquence respiratoire et du volume 

courant des rats mâles nouveau-nés âgés de 10 jours, des rats juvéniles âgés de 

20 jours et des rats adultes mesurés par pléthysmographie à corps entier. Le 

traitement néonatal à la caféine a lieu du 2 c m e au 7 e m e jour suivant la naissance 

chez les rats âgés de 10 jours afin que le rat ne soit plus sous l'influence de la 

caféine au moment des mesures. Ces données n'ont pas été présentées dans les 

chapitres précédents. Elles sont présentées sous la forme de moyenne ± S.E.M. 

* signifie une moyenne significativement différente (P<0.05). 



Pour expliquer les variations des conséquences du traitement durant la maturation 

du rat, plusieurs pistes peuvent être envisagées. Durant le développement, le système 

adénosinergique présente plusieurs changements. Les potentiels post-synaptiques 

excitateurs en réponse à l'application d'adénosine sur des coupes in vitro d'hippocampe 

augmente avec l'âge (Dumas & Foster, 1998). Cette augmentation est peut être liée à 

l'augmentation de l'expression des récepteurs Ai et A 2 A de l'adénosine durant le 

développement du rat (Johansson et al, 1997a). Ceci expliquerait en partie les différences 

entre les rats juvéniles et les rats adultes. Cependant, le fait que la réponse ventilatoire à 

l'hypercapnie soit affectée chez le rat juvénile uniquement et que seul le patron de la 

réponse soit altéré chez l'adulte, n'est pas expliqué par la maturation des récepteurs de 

l'adénosine. Une autre hypothèse peut-être envisagée. Lors la maturation sexuelle du rat, la 

production hormonale augmente lentement durant les premières semaines suivant la 

naissance et présente une élévation très prononcée à partir de 1 mois (Umezu et al, 2004). 

Ainsi, parce que la testostérone diminue la réponse ventilatoire à l'hypercapnie (Emery et 

al, 1994), on peut s'attendre à un changement de la réponse présentant un profil 

comparable aux changements hormonaux du rat. Chez le rat juvénile, il y a peu de 

testostérone et la réponse ventilatoire à l'hypercapnie est plus élevée chez le rat NCT, 

tandis que chez l'adulte, la présence de plus grandes quantités de testostérone réduit la 

réponse ventilatoire à l'hypercapnie et masque l'effet de la caféine. Malgré ce masquage 

des modifications du patron respiratoire sont cependant observé. L'hypothèse d'un rôle de 

l'absence de testostérone dans l'augmentation de la réponse ventilatoire peut facilement 

être vérifiée en administrant de la testostérone aux mâles juvéniles contrôle et NCT avant 

les mesures ventilatoires et en observant si les différences persistent. 



7. MÉCANISMES DE PLASTICITÉ DU SYSTÈME 

NERVEUX 

7.7. Effets chroniques de la caféine 

Les mécanismes par lesquels la caféine chronique néonatale modifie les différentes 

fonctions nerveuses évaluées dans les études de cet ouvrage ne sont pas connus. 

L'hypothèse privilégiée est que le blocage chronique des récepteurs de l'adénosine dans la 

cellule nerveuse force cette dernière à exprimer davantage de récepteurs de l'adénosine 

pour que l'adénosine garde son potentiel neuromodulateur (Boulenger et al., 1983; 

Marangos et ai, 1984). Cependant, à l'arrêt du traitement, on devrait s'attendre à une 

progressive diminution de la surexpression des récepteurs de l'adénosine étant donné que la 

caféine ne bloque plus les récepteurs. Or, les effets chroniques de la caféine persistent 

plusieurs mois après le traitement, suggérant que les mécanismes régulant l'expression des 

récepteurs de l'adénosine sont affectés. Le fait que le traitement à la caféine ait lieu lors 

d'une fenêtre temporelle sensible et critique du développement expliquerait cet effet 

persistant (Carroll, 2003). Les mécanismes impliqués dans les effets à long terme de la 

caféine sur l'expression des récepteurs de l'adénosine ne sont pas encore expliqués; 

cependant une théorie peut être avancée. Une modification dans l'expression des récepteurs 

de l'adénosine peut être due à une altération des processus de transcription des protéines 

formant les récepteurs de l'adénosine. De tels mécanismes appelés mécanismes 

épigénétiques modifient l'expression des gènes grâce à des changements de la méthylation 

de l'ADN. Ces changements peuvent par exemple être altérés par l'expérience vécue par le 

nouveau-né. Par exemple, un changement dans les soins apportés par la mère aux nouveau-

nés induit des modifications épigénétiques de la régulation de l'expression des protéines 

constituant le récepteur des glucocorticoïdes dans l'hippocampe du rat adulte (Weaver et 

al, 2004). Ces mécanismes épigénétiques permettent de transmettre à chaque division 

cellulaire des traits acquis durant le développement sans modifications du génome. Ainsi, il 

est possible qu'un phénomène identique ait lieu lors du traitement néonatal à la caféine 

chez le nouveau-né. L'hypothèse de l'existence de mécanismes épigénétiques pourrait être 



testée en déterminant si les modifications observées persistent d'une génération à l'autre et 

en étudiant les mécanismes de transduction des protéines G formant les récepteurs de 

l'adénosine. 

D'autres mécanismes qui n'impliquent pas une surexpression des récepteurs de 

l'adénosine peuvent éventuellement expliquer les effets à long terme de la caféine sur le 

fonctionnement nerveux : 

1) L'augmentation de l'activité neuronale due au blocage du rôle inhibiteur de 

l'adénosine pourrait favoriser ou défavoriser la synaptogénèse du nouveau-né; un effet qui 

persisterait très longtemps après le traitement. En appui à cet hypothèse, une étude récente 

montre qu'un traitement néonatal à la caféine modifie la formation des dendrites des 

neurones pyramidales du rat adulte (Juarez-Mendez et al, 2006), confirmant l'impact de la 

caféine néonatale sur le développement du neurone. 

2) L'administration de méthylxanthines, tels que la caféine ou la théophylline chez 

l'enfant prématuré réduit, fragmente et altère son sommeil (Hayes et al, 2007). Hors la 

privation de sommeil chez l'enfant affectent à court terme la respiration, en augmentant par 

exemple les apnées obstructives de l'enfant (Franco et al, 2004) et altère également 

l'activité cardiaque (Franco et al., 2003). Les effets à long terme d'une privation du 

sommeil (à l'aide de drogue comme la scopolamine ou la clonidine) chez le rat nouveau-né 

modifie le contrôle respiratoire du rat juvénile (Thomas et al., 2000a). En effet, à l'âge de 

20 jours les rats ayant reçu de la clonidine ou de la scopolamine présentent une réduction 

du volume courant. Les rats traités à la scopolamine ont une ventilation réduite et ceux 

traités à la clonidine une fréquence respiratoire plus élevée. Cette étude suggère que si la 

caféine altère de façon similaire le sommeil du nouveau-né, des effets à long terme dus à la 

privation du sommeil peuvent être responsables, en partie, d'une modification du contrôle 

respiratoire. Cependant, dans l'étude précédente, les effets peuvent également provenir 

d'une modification à long terme des modulations adrénergique ou cholinergique par la 

clonidine (agoniste adrénergique) ou la scopolamine (antagoniste des récepteurs 

muscariniques M l ) , plutôt qu'à l'effet d'une privation du sommeil. En effet, les auteurs 

démontrent que les deux traitements réduisent l'expression des récepteurs mACh et 

augmentent celle des récepteurs 0.2-adrénergiques dans le cortex du rat juvénile. 



3) Une autre hypothèse permettrait d'expliquer les conséquences du traitement 

néonatal à la caféine sur le développement du contrôle respiratoire. Il est en effet possible 

que la caféine altère le comportement ou la réponse au stress du nouveau-né au moment du 

traitement. En effet, la caféine modifie l'activité motrice de la souris adulte (El Yacoubi et 

al, 2000) et accentue la réponse au stress du rat adulte en activant l'axe hypothalamo-

hypophyso-surrénalien (Patz et al, 2006). Il est probable que l'administration de caféine en 

période néonatale induit des effets similaires chez le nouveau-né. Hors, un stress en période 

néonatale, par exemple la séparation maternelle, modifie le contrôle respiratoire du rat 

adulte en altérant le fonctionnement de certaines composantes de l'axe hypothalamo-

hypophyso-surrénalien (Genest et al, 2004; Genest et al., 2007; Kinkead et al., 2005a). 

Bien que l'impact de la caféine dans cet ouvrage et les conséquences du stress dans les 

études précédentes diffèrent considérablement, il est possible que les effets de la caféine sur 

le contrôle respiratoire soient dus à la combinaison d'effets à long terme sur les récepteurs 

de l'adénosine et de l'impact du stress subi un période néonatale par l'animal. A l'appui de 

cette hypothèse nous démontrons dans l'étude I que la procédure du traitement altère la 

réponse ventilatoire à l'hypercapnie du rat adulte. Cependant, bien que plusieurs 

mécanismes puissent être responsables des effets à long terme de la caféine, il demeure que 

le traitement néonatal modifie l'expression des récepteurs de l'adénosine dans plusieurs 

structures nerveuses du rat (Etzel & Guillet, 1994; Guillet & Kellogg, 1991a) et dans les 

corps carotidiens (Etude IV) et qu'aucun changement dans la neurotransmission 

adénosinergique n'est observé suite à la séparation maternelle néonatale (Bairam & Carroll, 

2005). 

Afin de comprendre par quels mécanismes le traitement néonatal à la caféine altère 

les phénotypes respiratoires, cardiovasculaires et somnogènes, il est nécessaire de 

déterminer l'impact du traitement sur l'expression des récepteurs de l'adénosine dans le 

cerveau du rat adulte, en particulier l'expression du récepteur A 2 A de l'adénosine qui a été 

peu étudié. Des études de liaison de ligands radioactifs aux récepteurs de l'adénosine au 

niveau des noyaux respiratoires du tronc cérébral, au niveau de l'hypothalamus, du 

thalamus et du télencéphale basai chez les rat adultes NCT et contrôles permettraient de 

déterminer quelles structures sont affectées par le traitement. Une étude similaire au niveau 

des corps carotidiens permettrait également de confirmer les résultats de l'étude IV en 



déterminant si le traitement augmente l'expression du récepteur A 2 A de l'adénosine de la 

même manière qu'il augmente le niveau d'ARNm de ce récepteur. 

7.2. Modulation adénosinergique des neurotransmetteurs 

Les récepteurs de l'adénosine modifient l'activité neuronale principalement en 

modulant le relâchement des neurotransmetteurs excitateurs ou inhibiteurs dans la fente 

synaptique, mais également en modulant l'affinité d'autres récepteurs (voir plus bas). Le 

traitement néonatal à la caféine en altérant l'expression des récepteurs de l'adénosine de 

certains neurones y modifie également la neurotransmission. Ainsi, plusieurs types de 

neurotransmissions sont affectés par l'activation des récepteurs A] et/ou A 2 A de 

l'adénosine. 

7.2.1. Récepteur Ai de l'adénosine 

L'activation des récepteurs Ai de l'adénosine inhibe l'activité neuronale grâce à la 

combinaison d'une hyperpolarisation post-synaptique due à l'activation des canaux 

potassiques et à une inhibition présynaptique du relâchement de neurotransmetteurs 

excitateurs (Dunwiddie, 1985), tel que le glutamate (Ambrosio et al, 1996). Bien que ce 

mécanisme soit observé dans la plupart des cellules nerveuses, d'autres mécanismes 

peuvent également moduler l'activité neuronale par des voies différentes. En effet, le 

récepteur Ai de l'adénosine est couplé à d'autres récepteurs sous la forme d'hétéromères. 

Le récepteur Ai forme par exemple un complexe hétéromère antagoniste avec le récepteur 

Di de la dopamine (Fuxe et al, 2007). Dans le striatum du rat par exemple, un agoniste 

pour le récepteur Di a pour effet de faciliter la neurotransmission GABAergique. L'ajout 

d'un agoniste pour le récepteur Ai de l'adénosine inhibe cependant le rôle du récepteur D\ 

et diminue ainsi la neurotransmission GABAergique (Ferre et al, 1997). L'ensemble de ces 

études montre que le récepteur Ai interagit et modulent d'autres neurotransmissions qui 

jouent des rôles importants dans le contrôle respiratoire. Par exemple, le récepteur Di est un 



important stimulateur respiratoire. À l'aide d'un agoniste spécifique pour ce récepteur (le 6-

chloro APB), il est possible de stimuler l'activité respiratoire chez le chat (Lalley, 2005) et 

augmenter la réponse ventilatoire à l'hypercapnie (Lalley, 2004) lorsque ce dernier reçoit 

du fentanyl, un agoniste des récepteurs u-opioïdes ayant pour effet de diminuer l'activité 

respiratoire. 

Le récepteur A] de l'adénosine peut également former un hétéromère avec le 

récepteur mGlu5 pour le glutamate (Ciruela et al, 2001). Or, tout changement d'expression 

d'un des récepteurs composant l'hétéromère modifie l'expression de l'autre récepteur. En 

effet, l'exposition chronique à un agoniste du récepteur Ai (R-PIA) augmente l'expression 

du récepteur mGlu dans des cellules nerveuses du rat adulte (Albasanz et al., 2002), mettant 

en évidence cette relation. Bien que la relation fonctionnelle entre le récepteur A] de 

l'adénosine et le récepteur mGlu ne soit pas encore définie, il est possible que le traitement 

néonatal à la caféine modifie par l'intermédiaire de cet hétéromère l'expression des 

récepteurs mGlu. Cependant, le rôle du mGlu dans le contrôle de la respiration n'a pas été 

déterminé. 

7.2.2. Récepteur A 2 A de l'adénosine 

Bien que l'activation du récepteur A 2 A facilite le relâchement de neurotransmetteurs 

tel que l'acétylcholine, le GABA, et la dopamine (Sebastiao & Ribeiro, 1996), il agit 

également sous la forme d'un hétéromère avec le récepteur D 2 de la dopamine. Ainsi, un 

agoniste pour le récepteur A 2 A active l'hétéromère A 2 A / D 2 et inhibe le récepteur D 2 de la 

dopamine (Fuxe et al, 2005). Ainsi, une forte interaction entre les récepteurs A 2 A et D 2 est 

observée dans certains tissus nerveux. En particulier au niveau des corps carotidiens, nous 

observons dans l'étude IV que l'augmentation du niveau d'ARNm du récepteur A 2 A dans le 

groupe NCT est accompagnée par une augmentation du niveau d'ARNm du récepteur D 2 . 

Le rôle fonctionnel du récepteur D 2 dans le contrôle respiratoire n'est pas parfaitement 

défini. Au niveau central, le blocage du récepteur D 2 par l'halopéridone injecté de façon 

intra-cérébro-ventriculaire réduit l'activité respiratoire chez le rat anesthésié suggérant que 

le récepteur est excitateur à ce niveau (Hedner et al, 1982). Au niveau périphérique, le 



récepteur D 2 de la dopamine joue un rôle différent dans la réponse ventilatoire à l'hypoxie. 

L'administration du dompéridone, un antagoniste périphérique pour les récepteurs D 2 , 

augmente le relâchement des catécholamines au niveau des corps carotidiens suggérant un 

rôle inhibiteur pour la dopamine endogène à ce niveau (Iturriaga et al, 1994). Le même 

antagoniste administré systémiquement chez le chat anesthésié accentue la réponse 

ventilatoire à l'hypoxie (Hsiao et al, 1989) appuyant ainsi le rôle inhibiteur de la 

dopamine en périphérie. Finalement, l'inactivation du récepteur A 2 A de l'adénosine ne se 

limite pas à inhiber l'activité du récepteur D 2 de la dopamine, mais potentialise également 

les réponses induites par le récepteur Di de la dopamine au niveau des ganglions de la base 

(Ferre et al, 1997). Parce que le récepteur A 2 A de l'adénosine module l'activité des 

récepteurs de la dopamine, les antagonistes pour ce récepteur sont actuellement en étude 

dans le développement de nouveaux traitements de la maladie de Parkinson (Schwarzschild 

et al, 2006) et ceci montre le lien important entre ces deux types de récepteurs. Cet aspect 

est particulièrement intéressant lorsque l'on sait que les patients atteints de la maladie de 

Parkinson présente des troubles du contrôle de la respiration et une obstruction des voies 

aériennes supérieures (Brown, 1994). De plus, le L-DOPA (un précurseur de la synthèse de 

la dopamine qui augmente le niveau de dopamine dans la cellule nerveuse) accentue les 

troubles du contrôle de la respiration (Brown, 1994; Zupnick et al, 1990). 

En conclusion, l'ensemble de ces études montrent des relations agonistiques et 

antagonistiques entre les récepteurs de l'adénosine et ceux de la dopamine, suggérant que le 

traitement néonatal à la caféine affecte également le système dopaminergique. Cet aspect 

pourrait être abordé dans les études mécanistiques de la plasticité due à la caféine. 

7.3. Spécificité de la caféine 

Parce que la caféine bloque les récepteurs Ai et A 2 A de l'adénosine avec des 

affinités différentes, il est difficile de définir le rôle de chaque type de récepteurs de 

l'adénosine dans les conséquences observées lors du traitement à la caféine. L'utilisation 

d'antagonistes spécifiques aux récepteurs Ai ou A 2 A de l'adénosine permettrait de mieux 

comprendre deux aspects du traitement néonatal à la caféine. Tout d'abord, en remplaçant 



la caféine par un antagoniste spécifique aux récepteurs A] ou A 2 A de l'adénosine, on serait 

alors à même de comprendre quel récepteur est responsable de l'effet aigu de la caféine sur 

l'activité respiratoire de l'enfant prématuré. Ensuite, en observant les effets chroniques à 

long terme de chacun des 2 types d'antagonistes, on pourrait alors déterminer la spécificité 

des effets à long terme de chaque type de récepteur sur le contrôle respiratoire et les autres 

fonctions nerveuses affectées par le traitement. La compréhension de ces deux aspects du 

traitement pourrait alors déboucher sur le développement d'un antagoniste spécifique au 

récepteur responsable de l'effet stimulateur de la caféine chez l'enfant prématuré et qui 

aurait peu d'impacts à long terme. Plusieurs antagonistes des récepteurs de l'adénosine sont 

actuellement en phase d'essais cliniques comme traitement des symptômes de la maladie de 

Parkinson (Schwarzschild et al., 2006). Par exemple, l'istradéfylline (KW-6002) est un 

antagoniste du récepteur A 2 A de l'adénosine actuellement en phase III d'essais cliniques 

(Hauser & Schwarzschild, 2005). L'avantage d'utiliser un antagoniste du récepteur A 2 A de 

l'adénosine est que ce récepteur est moins largement distribué dans le système nerveux que 

le récepteur Ai, suggérant que les effets à long terme de cette drogue seraient moins 

importants que ceux de la caféine. Cependant, cette hypothèse reste à prouver car 

l'interaction existant entre les deux types de récepteurs peut très bien entraîner une 

modification de l'expression du récepteur Ai lorsque le récepteur A 2 A est inactivé. 



8. CONSÉQUENCES DU TRAITEMENT NÉONATAL À 
LA CAFÉINE CHEZ L'HUMAIN 

Il est difficile de définir les conséquences reportées dans cet ouvrage comme 

négatives ou positives pour le devenir à long terme du système de contrôle respiratoire du 

nouveau-né et des autres systèmes affectés par le traitement. Chez l'enfant prématuré, les 

bénéfices immédiats du traitement ne font aucun doute et ce traitement est largement utilisé 

en clinique depuis plusieurs années. Ainsi, les observations rapportées dans ce travail chez 

le rat peuvent être interprétées comme positives ou négatives chez l'humain dépendamment 

du contexte dans lequel elles sont placées. 

8.1. Les effets potentiellement négatifs. 

Sur le contrôle de la respiration. Tout d'abord, envisageons les conséquences du 

traitement observées chez le rat juvénile. L'augmentation de la réponse ventilatoire à 

l'hypercapnie chez le rat traité à la caféine peut être critique dans le maintien de la stabilité 

respiratoire (Al-Matary et al, 2004). En effet, l'augmentation de la ventilation en réponse à 

une augmentation en C 0 2 a pour objectif d'éliminer le C 0 2 excédentaire afin de revenir à 

un niveau de C 0 2 normal. Cependant, un réponse trop forte et trop rapide à l'hypercapnie, 

comme celle qui est observée chez les juvéniles traités à la caféine, provoque une 

hyperventilation. Cette hyperventilation peut se prolonger au delà du stimulus 

hyerpcapnique et diminuer par la suite la p C 0 2 artériel. Par conséquent, la ventilation 

ralentit et peut même s'arrêter. Ce patron respiratoire est observé chez les patients souffrant 

de respiration périodique ou respiration de Cheyne-Stokes (Khoo, 2000), qui est 

caractérisée par la répétition cyclique d'une hyperventilation suivie d'un arrêt de la 

respiration. Également, un débit inspiratoire trop prononcé provoqué par l'hypercapnie peut 

provoquer un écrasement des voies aériennes supérieures, et donc une obstruction (White, 

2005), spécialement durant le sommeil lorsque les voies aériennes sont peu toniques. 



Finalement, une altération des chémosensibilités à l'hypoxie et à l'hypercapnie 

contribuerait à l'hypertension observée chez les patients souffrant d'apnées obstructives 

(Smith & Pacchia, 2007). En effet, il a été suggéré que ces patients présentent une élévation 

de l'activité tonique sympathique due, en partie, à une élévation anormale des 

chémosensibilités. 

Sur la fonction cardiovasculaire. Nous observons également une tachycardie 

lorsque l'animal est exposé à 5 % de CO2. La présence de tachycardie durant une longue 

période peut entraîner un mauvais débit cardiaque et une fatigue du muscle cardiaque qui, 

si elle se prolonge, peut mener à une fibrillation cardiaque (Nattel et al, 2005). Il est à 

noter qu'une tachycardie apparaît en général en réponse à une hypotension. Bien que nous 

n'observons pas d'hypotension lors de l'hypercapnie, la pression diastolique est basse dans 

l'étude IV au repos et en hypoxie. Le lien entre la tachycardie et l'hypotension observée 

dans nos études n'est pas clair, mail il suggère que la fonction cardiovasculaire est 

profondément affectée par le traitement et les conséquences à long terme de ces 

modifications cardiaques méritent des études supplémentaires. 

Sur le sommeil. Le traitement néonatal à la caféine provoque également des 

changements dans l'architecture du sommeil. Un manque de sommeil, tel qu'observé dans 

l'étude V, peut contribuer à une somnolence durant la journée et au développement d'autres 

pathologies telles que l'hypertension (Budhiraja et al, 2005; Wolk et al, 2005). Bien que 

l'étude V utilise un modèle animal spécifique visant à reproduire le traitement à la caféine 

dont bénéficie les prématurés, les résultats de cette étude mettent en évidence les effets 

chroniques de la caféine sur le sommeil et permettent de s'interroger sur les effets à long 

terme de la caféine administré au nouveau-né sur cet aspect de la physiologie. 

8.2. Les effets potentiellement positifs. 

Sur le contrôle de la respiration. A l'opposé des spéculations précédentes, une 

sensibilité accrue aux variations d'oxygène ou de C 0 2 peut être bénéfique à l'organisme. 

En effet, l'apparition d'apnées lors du sommeil paradoxal est due, en partie, à une 



diminution de la réponse ventilatoire à l'hypercapnie à ce stade d'éveil-sommeil (Gothe et 

al, 1981). Ainsi, une réponse ventilatoire à l'hypercapnie plus élevée chez les animaux 

NCT peut s'avérer un avantage lors du sommeil paradoxal afin de réagir plus rapidement à 

l'hypercapnie présente lors d'un apnée. De façon similaire, une augmentation de la réponse 

ventilatoire à l'hypoxie peut contribuer à diminuer l'apparition des apnées (Lefter et al, 

2007). Dans la même logique, l'augmentation de la variabilité respiratoire chez les rats 

NCT durant le sommeil paradoxal peut être vue comme une respiration présentant une 

activité riche et complexe lui permettant de s'adapter à plusieurs types de perturbations 

environnementales. En effet, il est normal d'observer chez l'individu sain une activité 

respiratoire présentant une certaine variabilité compte tenu des boucles de rétroaction et des 

entrées inhibitrices et excitatrices régulant le système (Li & Nattie, 2006). La variabilité 

observée chez les animaux NCT procure donc un avantage à ces animaux comparés aux 

contrôles. A l'appui de cette hypothèse, l'occurrence des apnées observée lors du sommeil 

est plus basse chez les rats NCT que chez les rats contrôles. En conclusion, ces résultats 

suggèrent que, grâce aux changements du contrôle respiratoire induits par le NCT, comme 

l'augmentation des réponses à l'hypoxie et à l'hypercapnie et de la variabilité respiratoire, 

le système de contrôle de la respiration du rat NCT s'adapte plus facilement aux 

irrégularités respiratoires auquel il est exposé. 

La compréhension des mécanismes par lesquels la caféine induit une plasticité ou 

un changement permanent des fonctions nerveuses peut aider au développement de 

nouvelles thérapies ou du moins suggérer de nouvelles approches. Les rats traités à la 

caféine présentent des amplitudes plus élevées de l'activité du nerf phrénique quelques 

soient les conditions dans lesquelles le nerf phrénique est mesuré. Ce phénomène pourrait 

être développé et exploité par traiter certaines pathologies liées au manque de tonicité 

musculaire. Par exemple, l'apnée obstructive du sommeil est caractérisée par l'obstruction 

des voies aériennes due au rétrécissement des voies aériennes supérieures qui est dû à 

plusieurs facteurs comme l'obésité, une accumulation de fluides dans les tissus des voies 

aériennes, mais aussi à la relaxation des muscles gardant les voies aériennes ouvertes lors 

de l'inspiration. C'est donc en partie la diminution de la commande motrice des voies 

aériennes qui contribue à l'obstruction, spécialement durant le sommeil paradoxal. Ainsi, la 

recherche d'une thérapie pharmacologique permettant de stimuler l'activité des voies 



aériennes chez les patients souffrant d'apnées obstructives est d'un intérêt grandissant. À la 

lumière de nos résultats montrant une augmentation permanente prononcée de l'activité du 

nerf phrénique chez les rats NCT, on peut s'interroger si les nerfs commandant l'activité 

musculaire des voies aériennes présentent une augmentation similaire. Par exemple, au 

niveau du nerf de l'hypoglosse, un des nerfs qui innerve les muscles des voies aériennes 

supérieures, une augmentation persistante de l'activité respiratoire par un traitement 

chronique pourrait contribuer à la réduction de l'apnée. De façon similaire, les patients 

souffrant de sclérose latérale amyotrophique meurent en général d'un arrêt de la commande 

respiratoire lié à la destruction des neurones moteurs respiratoires constituant les nerfs 

phréniques. On peut alors s'interroger sur les effets à long terme d'un traitement chronique 

bloquant les récepteurs de l'adénosine sur l'activité du nerf phrénique. Ainsi, la 

compréhension des mécanismes de plasticité mis en jeu par la caféine, en particulier au 

niveau du récepteur A 2 A de l'adénosine, ouvre peut-être de nouvelles pistes dans le 

développement de thérapies. A ce propos, l'effet neuroprotecteur des antagonistes du 

récepteur A 2 A de l'adénosine est actuellement envisagé comme traitement de cette 

pathologie (Mojsilovic-Petrovic et al, 2006). 

9. CONCLUSION 

Le traitement néonatal à la caféine est largement utilisé en clinique pour traiter les 

apnées du prématuré. En utilisant un modèle animal, nous avons évalué les conséquences à 

long terme de ce traitement chez les rats juvénile et adulte. À l'aide de plusieurs techniques 

et approches complémentaires, nous démontrons que le traitement néonatal à la caféine 

induit une plasticité développementale des systèmes de contrôle de la respiration, de 

contrôle de la fonction cardiovasculaire et de régulation des stades d'éveil-sommeil. La 

compréhension des mécanismes responsables de la plasticité de la neuromodulation 

adénosinergique n'est pas encore complète mais les études présentées dans cet ouvrage ont 

permis d'en comprendre plusieurs aspects tout en ouvrant la voie à plusieurs études 

prometteuses. L'ensemble de ces travaux démontre également que l'étude du 



fonctionnement du vivant ne peut pas se limiter à l'étude d'un seul système, ni se réduire à 

l'étude de l'animal anesthésié ou à celle de l'organe, mais requiert l'analyse de plusieurs 

systèmes interagissant entre eux. Cet ouvrage se termine donc par un réflexion sur la 

recherche biomédicale proposée par le pionnier de la physiologie, Julien-Jean-César 

Legallois (1770-1814). Bien que cette réflexion date du début du X I X c m e siècle, elle est 

toujours d'actualité et est encore parfois ignorée par le monde scientifique. 

J
e désirais bien disculper un peu les physiologistes qui 
font des expériences sur les animaux vivansjsic], des 
reproches de cruauté qu'on leur a si souvent 
adressés [sic]. Je conviens qu'il serait barbare de faire 

souffrir en vain des animaux, si le but des expériences pouvait 
être atteint sans cela. Mais c'est malheureusement une chose 
impossible. Les expériences sur les animaux sont un des plus 
grands flambeaux de la physiologie. Il y a l'infini entre 
l'animal mort et l'animal le plus faiblement vivant. Si le plus 
habile mécanicien ne peut connaître tout l'effet d'une machine 
qu'après l'avoir vue en action, comment le plus savant 
anatomiste pourrait-il deviner, par la seule étude des organes, 
le jeu d'une machine aussi prodigieusement compliquée que 
l'est le corps animal. Pour en pénétrer les secrets, il ne suffit 
pas d'observer le jeu simultané de toutes les fonctions dans 
l'animal en santé, il est surtout important d'étudier les effets 
du dérangement ou de la cessation de telle ou telle fonction. 
C'est à déterminer par cette analyse la fonction de tel ou tel 
organe, et sa corélation[sic] avec les autres fonctions, qui 
consiste tout l'art des expériences sur les animaux vivans[sic]. 
Mais pour parvenir à le faire avec quelque précision, on est 
dans l'indispensable nécessité de multiplier les victimes, à 
cause du grand nombre de circonstances et d'accidents qui 
peuvent rendre les résultats nuls ou incertains. Je dirais 
volontiers des expériences physiologiques, ce que l'on a dit des 
bienfaits : Perdenda surit multa, ut semel portas bene.1 Senèque. 

Œuvres de C a r Legallois, tome premier, 
Expériences sur le principe de la vie, 
notamment sur celui des mouvements du 
cœur, et sur le siège de ce principe, Paris 
1830. 

Tradution française de Jean-Jacques Rousseau. Perdez force bienfaits , pour en bien placer un. 
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