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RESUMO

A ansiedade ¢ um problema que atinge a populagdo atual, sendo que as mulheres sao duas
vezes mais propensas a desenvolverem tais transtornos, principalmente em idade
reprodutiva. O Diazepam (DZP) ¢ um dos medicamentos utilizados para o tratamento
destes transtornos, mas seu uso durante a gestacao tem sido associado a problemas para
o feto. Esse medicamento exerce sua fungdo interagindo com o sistema GABAérgico, que
participa do controle respiratorio, assim como nas respostas ventilatorias a hipercapnia e
hipdxia por atuagdo em areas quimiossensiveis. Desta forma, buscou-se avaliar os efeitos
da exposicao intrauterina ao DZP (1 mg/Kg/dia) na ventilagdo e metabolismo, no numero
de neurdnios catecolaminérgicos e serotoninérgicos e nos reflexos mastigagdo e
endireitamento em ratos machos e fémeas em diferentes fases do desenvolvimento (PO-
1, P12-13, P21-22). Utilizou-se pletismografia de pressao e de corpo inteiro, e
calorimetria indireta para avaliacdo da ventilacdo e do metabolismo em PO-1, P12-13,
P21-22. Imunofluorescéncia por free-floating foi utilizada para analise dos neurdnios
catecolaminérgicos e serotoninérgicos em P12-13. Reflexo de mastigacdo e
endireitamento foram usados para avaliar o comportamento em P0O-1. Nos observamos
que fémeas tratadas com DZP apresentaram aumento de frequéncia respiratoria e
metabolismo em normoéxia/normocapnia (P0-1), assim como queda da ventilagdo em
hipercapnia (PO-1 e P12-13). Por sua vez, ratos tratados com DZP apresentaram queda na
ventilagdo em normoéxia/normocapnia (P12-13 e P21-22), queda de frequéncia
respiratoria em hipercapnia e queda da ventilagdo em hipoxia (P12-13). Em P21-22,
ambos machos e fémeas do grupo DZP apresentaram ganho de massa corporal. Fémeas e
machos que receberam DZP apresentaram menor numero de neurdnios
catecolaminérgicos em P12-13, assim como machos nessa idade possuem reducao do
numero de neuronios serotoninérgicos. Esses resultados mostram que a exposi¢ao ao DZP
promove efeitos duradouros no controle ventilatorio e no Sistema Nervoso Central, de
maneira sexo-especifica, e contribui para o entendimento sobre intervengdes

medicamentosas na gestacao e a ocorréncia de eventos adversos para o recém-nascido.

Palavras-chaves: respiragao, desenvolvimento, GABA, catecolaminas, serotonina.
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ABSTRACT

Anxiety is a problem that affects the general population, and women are twice as likely
to develop such disorders, especially at reproductive age. Diazepam (DZP) is one of the
drugs used to treat these disorders, but its use during pregnancy has been associated with
problems for the fetus. This medication interacts with the GABAergic system, which
participates in the respiratory control of mammals, as well as in the ventilatory responses
to hypercapnia and hypoxia, acting in chemosensitive regions. Thus, we sought to
evaluate the effects of intrauterine exposure to DZP (1 mg/Kg/day) on ventilation and
metabolism, chewing and righting reflexes on the number of neurons in the
catecholaminergic and serotonergic system of rats in different ages in the development
(PO-1, P12-13, P21-22). Pressure and whole-body plethysmography and indirect
calorimetry were used to assess ventilation and metabolism at PO-1, P12-13, P21-22.
Free-floating immunofluorescence was used for the analysis of catecholaminergic and
serotonergic neurons in P12-13. Chewing and righting reflexes were used to assess the
behavior at PO-1. We observed that DZP-treated females showed increased respiratory
frequency and metabolism in normoxia/normocapnia (P0-1), as well as decreased
ventilation in hypercapnia (PO-1 and P12-13). Males treated with DZP showed a decrease
in ventilation in normoxia/normocapnia (P12-13 and P21-22), a decrease in respiratory
frequency in hypercapnia and a decrease in ventilation in hypoxia (P12-13). In P21-22,
both males and females of DZP group showed body mass gain. Females and males treated
with DZP in P12-13 have a lower number of catecholaminergic neurons, as well as males
at this age have a reduction in the number of serotonergic neurons. These results show
that DZP exposure during pregnancy promotes sex-specific long-lasting effects on
ventilatory control and Central Nervous System and contributes to the understanding of
drug interventions during the gestational period and the occurrence of adverse events for

the newborn.

Keywords: breathing, development, GABA, catecholamine, serotonin.
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INTRODUCAO

Os transtornos de ansiedade sdo um problema recorrente na populagdao atual.
Estudos sobre a sua epidemiologia convergem ao apontar que as mulheres sao até¢ duas
vezes mais afetadas dos que os homens por estes transtornos, e que a gravidez € onde sao
relatadas as maiores taxas de ocorréncia. Assim, medicamentos como 0S
benzodiazepinicos sdo administrados a estes pacientes, sobre os quais observa-se uma
tendéncia no aumento da sua prescrigdo a médio e longo prazo. Esses medicamentos
atuam como moduladores alostéricos nos receptores GABA¢rgicos, facilitando a ligagao
do GABA aos seus receptores, aumentando o influxo de cloreto para a célula,
promovendo uma hiperpolarizagao. Seu uso durante a gestacao tem sido relacionado com
problemas ao nascimento como mas-formagdes e complicagdes neonatais que requerem
internagdo em unidades intensivas de tratamento neonatal. No entanto, pouco se sabe
sobre o impacto dessa administracdo na gravidez para o controle respiratdrio do individuo

na vida pds-natal.

A respiragdo ¢ um processo ritmico que € controlado por areas bulbares e pontinas.
A geragdo do ritmo respiratdrio estd associada a neurotransmissdo excitatoria
glutamatérgica, embora saiba-se que a neurotransmissao inibitéria rapida, mediada pelo
GABA pode modular o padrdo respiratorio, assim como ¢ importante para o correto
desenvolvimento e maturagao da rede respiratoria. Adicionalmente, o efeito do GABA
sobre no Sistema Nervoso Central muda ao longo do desenvolvimento, de modo que no
fim da vida fetal e inicio da vida pos-natal ele promove a despolarizacao das células (isto
¢, efeito excitatério), mas gradualmente passa a promover uma hiperpolarizagdo das
células (isto ¢, efeito inibitorio), persistindo até a vida adulta. Isso acontece devido a
diferenca na expressdo de co-transportadores para cloreto, sodio e potassio, como o
NKCCI, cujo ¢ mais expresso no inicio da vida poés-natal, e KCC2, que passa a ser
expresso tardiamente no desenvolvimento. A transicdo de um co-transportador para o
outro ¢ gradual ao longo dos primeiros dias vida pds-natal, mas parece ser acentuada entre
o 10° ao 14° dia de vida. Da mesma forma, o GABA atua em neurdnios
catecolaminérgicos e serotoninérgicos, conhecidos por participarem do controle
ventilatorio em situagdes de hipercapnia e hipoxia, controlando a liberagao de serotonina

e noradrenalina por essas regides.

O feto pode enfrentar problemas muito precoces durante o seu desenvolvimento

embrionario, como hipoxia/hipoglicemia cronica, exposi¢ao a nicotina ou outras toxinas,
16



exposicao a diferentes tipos de medicamentos e uma variedade de outros fatores com
potencial para alterar a maturagdo do sistema respiratorio. Assim, a administracao de
benzodiazepinicos durante o periodo gestacional, tais como o Diazepam, pode influenciar
o desenvolvimento da rede respiratéria, afetando a ventilagao no basal e em situagdes de

desafios gasosos, de individuos em idade p6s-natal.

Dessa forma, o presente projeto avaliou a ventilagdo e o metabolismo em
normocapnia normoxia, hipercapnia e hipoxia de ratos neonatos (P01- e P12-13) e juvenis
(P21-22) que foram expostos ao Diazepam durante os 21 dias de gestacdo. Buscou-se
também avaliar as alteragdes no sistema catecolaminérgico, por meio da contagem do
numero de neurdnios positivos para imunofluorescéncia para Tirosina-hidroxilase, assim
como alteragdes no sistema serotoninérgico, por meio da contagem do numero de
neurdnios positivos para imunofluorescéncia para serotonina, ambas realizadas em
animais P12-13. Adicionalmente, avaliou-se as alteragdes comportamentais destes

animais logo apds o nascimento.

Nossos resultados mostram que o Diazepam promoveu efeitos sexo-especificos.
Em fémeas, foi observado um aumento da frequéncia respiratédria e taxa metabolica em
PO-1, reducao da ventilagdo em hipercapnia nas idades PO-1 e P12-13, e redugdao do
numero de neurdnios catecolaminérgicos P12-13. Em machos, o Diazepam promoveu
redugdo da ventilagdo em normocapnia normoéxia, nas idades P12-13 e P21-22, uma
redugdo da frequéncia respiratéria de animais P12-13 em hipercapnia, uma reducdo da
ventilagdo de animais P12-13 em hipodxia, assim como uma diminui¢do do niimero de
neurdnios catecolaminérgicos e serotoninérgicos. O tratamento farmacoldgico também

resultou em ganho de massa corporal em machos e fémeas na idade P21-22.

As alteracdoes observadas na ventilagdo dos machos e fémeas sugerem a
participacdo do sistema GABAérgico no controle do padrdo respiratério, dado que em
ambos os sexos a reducdo da ventilagdo ocorreu, principalmente, por uma reducdo do
volume corrente. As alteragdes observadas nos machos sugerem que o sistema
GABA¢érgico deprime o controle das vias aéreas, enquanto as alteracdes da ventilacao das
fémeas ao CO; sugerem uma inibi¢ao dos nucleos sexualmente dimoérficos que participam
da resposta ventilatdria a hipercapnia, tais como o Locus coeruleus. A redu¢ao no numero

de neurdnios do sistema monoaminérgico dos animais em P12-13 estdo relacionadas com
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as alteragdes respiratorias aqui observadas, sugerindo que o correto desenvolvimento

dessas areas pode impactar sobre o controle da ventilagao.

Esses resultados abrem caminhos para uma reflexao sobre como o tratamento de
mulheres gravidas com medicamentos pode interferir no desenvolvimento feto, gerando
impactos na vida poés-natal dos recém-nascidos e levando a ocorréncia de eventos tal

como a Sindrome da Morte Stubita Infantil.

Dessa forma, essa dissertacdo foi dividida em dois capitulos. O primeiro
capitulo, intitulado como “Consideragdes Gerais”, consiste em um levantamento teérico
sobre os principais pontos que deram origem ao trabalho, avaliando a ocorréncia e o
tratamento dos transtornos de ansiedade em gravidas, assim como sobre o controle
respiratorio e o desenvolvimento e maturacao da rede respiratdria, discutindo o papel do
sistema GABA¢rgico nestes processos. Ainda neste capitulo sdo apresentados os
materiais ¢ métodos utilizados no desenvolvimento desta pesquisa, de forma sintética,
assim como uma breve descri¢ao dos principais resultados encontrados e sua discussao.
Por sua vez, o segundo capitulo apresenta os resultados colhidos na forma de um
manuscrito em inglés intitulado “Prenatal diazepam exposure effects on ventilation,
metabolism, and catecholaminergic and serotoninergic neurons of neonate and young

rats” que sera submetido para publicagao.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Ansiedade: defini¢oes e epidemiologia.

O termo ansiedade descreve uma condigdo psicoldgica que, atualmente, ¢
circunscrita por sintomas especificos que sdo qualificados como ndo prazerosos € sao
acompanhados por sentimentos de apreensdo e inseguranga, assim como alteragdes de
ordem psicofisiologicas. O “Manual diagndstico e estatistico de transtornos mentais” - 5?
versdao (DSM-5), propde que a ansiedade ¢ uma resposta de antecipacdo a uma ameaga
futura, desencadeada por situacdes e estimulos nos quais o perigo ¢ potencial e incerto,
sendo associada a tensdo muscular e vigilancia, manifestada por um comportamento
caracteristico de cautela e esquiva. O medo, por sua vez, ¢ considerado uma resposta a
uma ameaga que ¢ real ou percebida, associada com uma excitabilidade autondémica
aumentada, e ¢ caracterizado por comportamentos de luta e fuga. Os dois processos
emocionais possuem certo valor adaptativo a medida que garantem um estado de alerta
as situagdes que oferecem risco a sobrevivéncia do individuo. No entanto, quando esses
estados comprometem o desempenho das pessoas nas suas atividades didrias, ou sdo
exacerbados de maneira incontrolada, esses comportamentos passam a ser identificados
como patologicos (Associacdo Americana de Psiquiatria, 2014; Bandelow; Michaelis;

Wedekind, 2017; Carvalho-Netto, 2009; Roy-Byrne, 2015).

Roy-Byrne (2015) propde que a ansiedade seja um dos sintomas psiquiatricos
mais prevalentes na populacdo em geral. Bandelow; Michaelis (2015) relatam que a
prevaléncia deste transtorno aumentou em decorréncia de mudancgas experimentadas nos
ambitos politicos, sociais, econdmicos e até mesmo ambientais. De fato, uma meta-
analise realizada por Steel et al. (2014) mostrou que 1 em cada 5 individuos apresentaram
algum critério para um transtorno mental quando analisadas as taxas de prevaléncia para
os 12 meses precedentes, assim como ha uma maior taxa de ocorréncia dos transtornos
mentais em mulheres. Isso acontece porque os transtornos mentais ndo sao uma

prioridade global (Vos et al., 2017).

Estudos apontam para as altas taxas de prevaléncias dos transtornos de ansiedade
na populacdao americana e europeia. Ao avaliar a ocorréncia das doengas psiquiatricas na
populacdo norte-americana acima dos 13 anos de idade, foi encontrado que 33,7% dos
individuos apresentaram, pelo menos uma vez na vida, algum transtorno de ansiedade, de

modo que fobias e a ansiedade por separagdo se iniciam mais cedo (15 a 17 anos), € os
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ataques de panico ¢ a ansiedade generalizada iniciam mais tardes na vida adulta (23 a 30
anos) (Kessler et al., 2012). Em rela¢ao a populagao europeia, Alonso; Lépine (2007)
mostraram que 14,5% das pessoas apresentaram algum transtorno de ansiedade pelo
menos uma vez ao longo da vida. Ambos os estudos epidemiologicos convergem quanto
a diferenca entre os sexos, apontando que as mulheres apresentam uma maior prevaléncia
ao longo da vida de qualquer transtorno de ansiedade em relagdo aos homens, e que
jovens, solteiros e desempregados compdem um maior grupo de risco para a ocorréncia

destes transtornos.

O conhecimento sobre a ocorréncia e prevaléncia dos transtornos de ansiedade,
para a populacao brasileira ¢ escasso. Um levantamento realizado por Marinho et al.
(2018) buscou avaliar o impacto de algumas doengas na populagao brasileira sobre dados
referentes a expectativa de vida nos anos de 1990 a 2016. O estudo mostrou que os
transtornos de depressao (5° lugar) e ansiedade (6° lugar) fazem parte das 10 principais
doengas que mais contribuem para a categoria dos “anos vividos com enfermidade”

(years lived with disability).

Dados de 2005 levantados na América Latina e no Caribe apontou que 5,5% da
populagdo apresentou transtorno de ansiedade generalizada (TAG) ao menos uma vez ao
longo da vida, sendo 7,1% das mulheres contra 3,8% dos homens os apresentaram esse
disturbio ao longo de toda a vida. Para os ataques de panico, as taxas de prevaléncia ao
longo da vida sdo de 1,6%, com as mulheres liderando com maiores taxas. No Brasil, o
estudo reporta que as taxas de prevaléncia ao longo da vida do individuo para o TAG
variam de acordo com a regido analisada, sendo de 17,6% em Brasilia, 9,6% em Porto
Alegre, 10,6% em Sao Paulo. Da mesma forma como observado para a América Latina e
Caribe, as mulheres brasileiras apresentam as maiores taxas de prevaléncia para o TAG,

assim como para os ataques de panico (Kohn et al., 2005).

Orellana et al. (2020) realizaram um estudo avaliando as taxas de prevaléncia
dos transtornos mentais em uma amostra de 12.350 individuos jovens e adultos, em 3
cidades brasileiras (Ribeirao Preto — SP; Pelotas — RS e Sao Luis — MA). As mulheres
adultas das cidades de Ribeirdao Preto e Pelotas apresentaram maiores taxas de ocorréncia
da fobia social, enquanto para Sao Luis as maiores taxas foram para mulheres jovens. Em
relagdo aos dados de transtorno de ansiedade generalizada, a populacao adulta de Ribeirao
Preto apresenta uma taxa de 9,3%, e os autores chamam atencdo para esse grupo uma vez
ele possui as maiores taxas de suicidio (13,7%) em comparacdo com a mesma faixa etaria
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das demais cidades avaliadas. Em conjunto com os dados levantados para os outros
transtornos mentais, os autores relatam que estes foram mais prevalentes nas mulheres,

principalmente entre aquelas com o menor nivel socioecondmico.

Em geral, os estudos mostram que as mulheres sdo mais propensas para o
desenvolvimento dos transtornos de ansiedade. De fato, o DSM-5 reconhece que elas sao
até duas vezes mais propensas em relacao aos homens. Os riscos para a ocorréncia desses
transtornos sao ainda maiores quando as mulheres entram na idade reprodutiva e passam

pela gravidez.

A gravidez ¢ uma das experiéncias humanas mais complexas, pois ¢ um
momento que traz consigo mudangas fisicas e psicoldgicas, assim como pressupde o
desempenho de novos papeis. Embora para algumas mulheres a experiéncia possa ser
significativa e gratificante, para outras o pré-parto € o poOs-parto sdo momentos
desafiadores. Dentro de uma cultura patriarcal, a gravidez ¢ vista por muitas mulheres
como a reafirmacdo de sua feminilidade, assim como um indicador social de
autorrealizag¢do. No entanto, muitas delas enxergam esse momento de forma negativa em
decorréncia das responsabilidades futuras, de sua propria vulnerabilidade, assim como da
inseguranca e inadequacao para exercer o papel de mae. (Ali, 2018; Bhat et al., 2015;
Brockington; Macdonald; Wainscott, 2006; Ghaffar et al., 2017; Teixeira et al., 2009;

Viswasam; Eslick; Starcevic, 2019).

Assim, os transtornos de ansiedade sdo comuns nesta fase, sendo que 5% das
mulheres gravidas tem transtornos de panico e 10% tem TAG (Goodman; Chenausky;
Freeman, 2014). De forma similar, o trabalho de Yonkers et al. (2017) relata que 3,7% e
9,5% das mulheres apresentaram transtorno de panico e TAG, respectivamente.
Adicionalmente, a recente meta-analise de Viswasam; Eslick; Starcevic (2019) aponta
que a prevaléncia do transtorno de panico na gravidez varia entre 0,4% a 7,5% e para o
TAG, as prevaléncias variam entre 0,9% a 22,7%. Esses trabalhos convergem ao
afirmarem que o transtorno mais recorrente seja o TAG, seguido pelo transtorno de

panico, com menores prevaléncias para os demais.

Um estudo conduzido por Brockington; Macdonald; Wainscott (2006) com 129
maes, identificou que os transtornos de ansiedade foram mais frequentes que os
transtornos depressivos durante a gravidez e foram igualmente frequentes depois do parto.

No pré-parto, o medo mais relatado pelas pacientes foi o “medo de anormalidade fetal”
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(43%), seguido por “medo de morte fetal” (40%), “medo de inadequacdo como mae”
(32%), “tocofobia” (medo da maternidade, 28%), “medo de serem pouco amparadas”
(21%), entre outros relatos. Os autores encontram que o “medo de morte fetal”, por
exemplo, estava associado as mulheres com historico de perdas reprodutivas ou
infertilidade. Por sua vez, no pds-parto, a categoria que teve maior foco foi “ansiedade
morbida sobre a satide e seguranca da crianca” (32%), seguido por “morte no bergo”
(29%), “medo de criticas” (19%), “medo de falta de apoio” (16%), entre outros temas.
De acordo com os autores, o “medo de morte no ber¢o” estava associado com exaustiva
vigilancia noturna, com privagdo de sono severa e prolongada, assim como o “medo de
criticas” foi relatado por maes que ja passaram por situagdes com 0s Servigos sociais e

uma mae que teve o filho levado pelo pai.

Parece que ndao ha acordo quanto ao surgimento e estabelecimento dos
transtornos de ansiedade em mulheres gravidas. Enquanto os dados relatam o primeiro
trimestre como um dos mais ocorrentes (Bhat et al., 2015; Giiler et al., 2015; Yonkers et
al., 2017), outro estudo relatou maior prevaléncia no primeiro e terceiro trimestres
(Teixeira et al., 2009). A literatura também ressalta que o TAG assim como o transtorno
de panico sao comuns no periodo do pdés-parto (Wenzel et al., 2001, 2005). No entanto, &
mais provavel que os transtornos de ansiedade afetem mais as mulheres gravidas do que

as mulheres pos-parto (Fawcett et al., 2019).

No Brasil, um estudo realizado por Silva et al. (2017) com 209 mulheres gravidas
de Minas Gerais mostrou que 26,8% foram afetadas pela ansiedade, de modo que as
maiores taxas foram no terceiro trimestre (42,9%). O estudo ainda mostrou que a maior
ocorréncia de ansiedade estava presente em mulheres que passaram por alguma situagao
de aborto ou risco de bebé prematuro, que tiveram complicagdes em gravidez prévias,
que fumavam altas quantidades de cigarros e que desejavam aquela gravidez. Na cidade
de Sado Paulo, a partir de uma amostra de 831 gestantes, entre a 20* ¢ 30* semana de
gestacdo, identificou-se que a prevaléncia de algum transtorno mental foi de 20,2%.
Dentre os sintomas psiquidtricos mais comuns relatados pelas pacientes foram
“preocupacdo” (34,3%), irritabilidade (33,3%), ansiedade (33,3%). Sintomas como
“pensamentos depressivos” foram observados em 9,6%, ‘“fobias” em 7,8%, e
similarmente o “panico”, com 7,8%. Os autores ainda observaram uma alta ocorréncia de
sintomas depressivos ¢ de ansiedade concomitantemente, assim como uma frequéncia

maior no uso de alcool e tabaco entre aquelas que possuiam algum transtorno. Fatores
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como “idade na gravidez atual e no primeiro parto”, “complicacdes obstétricas”, “morar
em uma casa lotada”, “historico de tratamento psiquiatrico prévio”, “historico de aborto”,
e o “estado ocupacional, estavam todos associados ao aumento da prevaléncia dos

transtornos mentais (Faisal-Cury et al., 2009).

A partir dos dados que foram aqui levantados, € possivel observar que as taxas
de prevaléncia da ansiedade durante a gestacao, ou no pos-parto, variam entre os estudos,
dependendo do numero de mulheres amostradas, regides avaliadas, diferentes
ferramentas de avaliagdo e o periodo em que esses dados foram coletados, o que dificulta
o entendimento sobre sua prevaléncia e ocorréncia, a fim de planejar esforcos de satde
publica. No entanto, ¢ importante ressaltar que todos eles confirmam que os transtornos
de ansiedade sdo comuns nestas etapas, sendo que os de maior incidéncia sdo os TAG e
transtorno de panico. Adicionalmente, fatores como perdas passadas, frustacdes e culpa,
histérico obstétrico negativo, falta de suporte familiar, abuso de substancias e baixos
niveis socioecondmicos mostram-se fortemente relacionados com os transtornos de

ansiedade neste grupo.
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1.2. Tratamentos da ansiedade e o uso de benzodiazepinicos na gestacao

A ansiedade ¢ um dos problemas psiquidtricos mais dificeis de lidar e que causa
muitas divergéncias para o psiquiatra em exercicio, uma vez que o paciente ansioso requer
o alivio imediato do seu quadro clinico, o que estreita o tempo de diagnostico realizado
pelo médico (Roy-Byrne, 2015). Bandelow; Michaelis; Wedekind (2017) ainda alertam
para a agilidade em casos onde os pacientes sofrem com transtornos secundarios, como
sofrimento, depressdo, pensamentos suicidas e abuso de substancias (dlcool e droga).
Como consequéncia, isso resulta na prescri¢ao de um agente ansiolitico de acao rapida,
em geral, um benzodiazepinico (BZ), embora os inibidores seletivos da recaptacao de
serotonina (ISRS), antes resguardados ao tratamento dos transtornos depressivos, também
tém sido utilizados atualmente. Thibaut (2017) ressalta que tanto a farmacoterapia e a

psicoterapia sao importantes e efetivas para o tratamento dos transtornos de ansiedade.

Dentre os tratamentos psicoterapicos, a terapia comportamental-cognitiva ¢
amplamente utilizada. Contudo, o tratamento com medicamentos ainda ¢ amplamente
empregado devido a sua facilidade, podendo sendo utilizado na atengdo primaria, assim
como no rapido alivio dos sintomas (El-Guebaly; Sareen; Stein, 2010; Roy-Byrne, 2015).
Uma das classes de medicamentos utilizadas para o tratamento dos transtornos de
ansiedade sdao os benzodiazepinicos (Bateson, 2004). O Diazepam (DZP) foi um dos
primeiros benzodiazepinicos a surgir no mercado, em 1963, com um potente efeito
sedativo e ansiolitico, mostrando-se promissor para o tratamento de epilepsia, espasmos

musculares e até abstinéncia de alcool (Calcaterra; Barrow, 2014).

Os BZs atuam como moduladores alostéricos (ndo possuem uma resposta
sozinhos, mas aumentam a resposta de um ligante end6geno) nos receptores ionotropicos
do acido gama-aminobutirico (GABA) do tipo A (GABAA), facilitando a ligagdo do
neurotransmissor GABA nestes locais, os quais, por sua vez promovem a abertura do
canal de cloreto (CI'). Nesse sentido, o Diazepam promove um influxo de cloreto para a
célula, através da ligagdo do GABA nos seus sitios de acdo, causando uma
hiperpolarizacdo das membranas neuronais pos-sinapticas, resultando em uma depressao
do Sistema Nervoso Central (SNC). Ainda, o GABA ¢ o principal neurotransmissor
inibitoério do SNC. Devido a sua natureza lipossoluvel, o Diazepam penetra facilmente o
SNC (Bateson, 2004; Calcaterra; Barrow, 2014; Herlenius; Lagercrantz, 2001; Shyken at
al., 2019).
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Ainda que o Diazepam, assim como outros BZs mostraram-se promissores
quando foram langados no mercado (Calcaterra; Barrow, 2014) e ainda s3o altamente
prescritos (El-Guebaly; Sareen; Stein, 2010; Starcevic, 2014), Starcevic (2014) relata que
as concepgoes acerca do uso desses medicamentos tém mudado ao longo do tempo.
Atualmente, os ISRS também té€m sido utilizados para ao tratamento dos transtornos de
ansiedade, e em alguns casos sdo usados em associacao com os BZs. O autor relata que
enquanto ha aqueles que apontam para os efeitos deletérios dos BZs, ha também aqueles
que advogam favoravelmente pelos efeitos benéficos deles. A alta popularidade desses
medicamentos se da pela sua eficacia consistente para aliviar os sintomas severos de
ansiedade, rapida agdo, assim como a baixa eficacia dos antidepressivos de nova geragao
para ansiedade, uma vez que esses ultimos podem causar efeitos ansiogénicos em alguns

pacientes (Starcevic, 2014).

Nos Estados Unidos, dados mostraram que a utilizagdo de BZs aumentou de 2%
(1999 —2000) a 4,2% (2013 — 2014). Essa tendéncia foi acompanhada também por um
aumento na prescri¢ao de BZs a médio e longo prazo (Kaufmann et al., 2018). Um estudo
que avaliou as tendéncias de prescri¢ao de medicamentos na Inglaterra para os transtornos
mentais nos anos de 1998 a 2010, também apontou que houve um aumento significativo
na prescri¢ao de Diazepam (Ilyas; Moncrieff, 2012). Por sua vez, um estudo realizado de
forma similar com a populagao Canadense também reportou aumento no uso de BZs,
sendo as mulheres as maiores usudrias (Neutel, 2005). Estudos europeus também

apontam para altas taxas de utilizacdo dos BZs a longo prazo (Starcevic, 2014).

Em relagdo ao Brasil, um estudo conduzido por Alcantara; Coutinho; Faerstein
(2020), na cidade do Rio de Janeiro, de 1999 a 2012, mostrou que o uso dos BZs aumentou
de 4,7% para 6,8%, com maior taxa de prevaléncia para as mulheres entre 45 a 54 anos.
Um estudo epidemioldgico que avaliou a utilizagdo de psicotropicos na cidade de Sao
Paulo, mostrou que os medicamentos mais comumente utilizados foram os
antidepressivos (3,15%) e os ansioliticos (2,67%), e o maior consumo se deu entre as

mulheres, em relagdo aos homens (Quintana et al., 2015).

De modo similar, as taxas de utilizagdo de psicotropicos, especialmente BZs
durante o periodo gestacional e o pods parto sdo relativamente altas, apesar do
desconhecimento dos resultados que o seu uso pode trazer para a gestante e a crianga. O
conjunto de dados levantados por Bais et al. (2020) a partir de uma meta-analise, mostrou
que hd um aumento do uso dos BZs entre a preconcepg¢ao e a gravidez, mas que ha uma
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redugdo do seu uso no pos-parto. Um levantamento realizado por Hanley; Mintzes (2014)
com mulheres norte-americanas, mostrou que das 343.299 mulheres, 10,3% receberam
um ou mais medicamentos psicotropicos durante a gravidez, sendo que os mais utilizados
foram os ISRS (5,1%) e os BZs (3,9%). Os transtornos psiquiatricos mais comumente
associados as usudrias foi depressdo, seguido por transtornos de ansiedade. Também foi
observado que 1,6% das mulheres usaram mais de uma categoria de psicotropico na
gravidez. Ainda, um estudo noruegués realizado por Sundbakk et al. (2019) que de 36.401
gestagoes avaliadas, 140 maes fizeram uso de algum BZ durante o periodo gestacional,
para o tratamento de transtornos mentais e problemas relacionados ao sono, sendo que o
Oxazepam e o Diazepam foram os mais utilizados. O trabalho de Yonkers et al. (2017),
previamente citado, apontou que das 2.654 mulheres gravidas, 67 faziam uso de algum
BZ. Freeman et al. (2018), baseados em uma amostra de 794 maes, observaram que 144
faziam uso de BZs, sendo que o Clonazepam foi o mais utilizado (48,6%) e 11 maes

utilizam mais de um tipo de BZ.

Dado que o Diazepam possui uma natureza lipofilica, o seu uso durante a
gestagdo ¢ preocupante uma vez que ele atravessa facilmente a barreira placentaria (Cree;
Meyer; Hailey, 1973; Jauniaux; Gulbis, 2000; Sheehy; Zhao; Bérard, 2019; Shyken et al.,
2019). Igbal; Sobhan; Ryals (2002) alertam que os BZs possuem uma maior afinidade as
proteinas plasmaticas fetais em comparagdo com as maternas, fazendo com que os niveis
séricos sejam maiores no feto. Adicionalmente, Carvalho et al. (2009) sugerem que os
niveis séricos de Diazepam do recém-nascido sdo trés vezes maiores do que na circulagao
materna. Utilizando placentas de maes saudaveis sem exposi¢ao anterior a qualquer
medicamento, Myllynen; Vahédkangas (2002) mostraram que o Diazepam foi detectado
na circulagdo fetal com 15 minutos de perfusdo com o medicamento, indicando uma

rapida transferéncia deste através da placenta.

Embora antigo, um estudo de Cree; Meyer; Hailey (1973) mostrou que altas
doses de Diazepam administradas a maes 15 horas antes do trabalho de parto, foram
acompanhadas por baixos escores de Apgar ao nascimento, crises de apneia, hipotonia,
relutancia em se alimentar e uma resposta metabolica ao frio prejudicada. Alguns dados
mais recentes também parecem indicar impactos negativos na utilizacdo de BZs durante
a gestacdo. Sheehy; Zhao; Bérard (2019), em um estudo avaliando 442.066 gestacgoes,
observaram que a exposi¢ao aos BZs no inicio da gestagao estava associada a um aumento

no risco de aborto espontaneo, tanto para aquelas maes expostas a curto ou longo prazo.
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O estudo de Ogawa; Takeshima; Furukawa (2018), que avaliou 42.058 nascimento entre
os anos de 2005 e 2014, mostrou que 273 maes foram prescritas com BZs e que seu uso
estava associado a um maior risco de nascimento prematuro, mas nao a um baixo peso
corporal ao nascimento. Criancas expostas aos BZs também foram mais propensas a
terem maiores pontuagdes em testes para o transtorno opositivo desafiador e
comportamento agressivo (Radojci¢ et al., 2017). Ainda em relagdo aos transtornos
comportamentais observados em criangas expostas aos BZs em idade gestacional, o
estudo noruegués de Sundbakk et al. (2019) citado anteriormente mostrou que o uso de
BZs estava associado ao aumento do risco de comportamentos internalizantes
(emocionalmente reativo; ansioso/deprimido; queixas somaticas) e externalizantes

(problemas de aten¢do; comportamento agressivo) nas criangas aos 5 anos de idade.

Dentre seus dados, Freeman et al. (2018) relatam que o fato que chama atengao
¢ que bebés expostos aos BZs durante a gravidez tiveram um maior risco de internagdes
em unidades de tratamento intensivo neonatal e cabega com pequena circunferéncia. Os
dados de Yonkers et al. (2017) também corroboram com esses achados, ao observarem
que o uso de materno de BZs estava associado com a ocorréncia de parto cesariano, com
encurtamento de aproximadamente 4 dias do periodo gestacional total, baixo peso ao
nascimento e uso de suporte ventilatorio para o neonato. O estudo de Tinker et al. (2019)
também aponta para uma alta associagdo entre a utilizacdo de BZs durante o periodo
gestacional e a ocorréncia de mas-formagdes fetais. Os autores encontraram que, embora
a utilizagdo desses medicamentos foi rara durante a gravidez entre as mulheres avaliadas,
foi possivel observar que o seu uso estava associado a Sindrome de Dandy-Walker,

anoftalmia e microfitalmia, estenose e atresia esofagica e estenose da valvula pulmonar.

Embora alguns estudos apontem para o risco de mads-formagdes fetais e
complicagdes para o feto apds o nascimento, ha aqueles que nao encontram relagdes entre
a utilizacdo de BZs e seus efeitos deletérios ao recém-nascido. Em uma recente meta-
analise de Grigoriadis et al. (2019), os autores apontam que o uso pré-natal de BZs nao
estava associado ao aumento do risco de mas-formagdes congénitas, apenas quando estes
eram utilizados em associacao com antidepressivos. Lupattelli et al. (2019) ao avaliarem
criancas em idade escolar, observaram que embora ha criangas que apresentaram déficits
motores e de comunicacao, o uso de BZs na gestacao nao estava relacionado ao aumento

no risco de déficits de atengao e transtorno de hiperatividade.

28



Assim, através dos dados apresentados aqui, observa-se que os transtornos de
ansiedade ocorrem durante o periodo gestacional. Uma forma répida para o alivio dos
sintomas urgentes ¢ a utilizacdo da terapia medicamentosa. No entanto, o uso de
medicamentos BZs durante a gravidez parece estar associado as complicacdes fetais
deletérias, que vao desde a presenca de malformacdes congénitas, até problemas
comportamentais em criangas em idade escolar. Nesse sentido, o tratamento dessas
psicopatologias baseado em uso de medicamento deve ser cuidadosamente avaliado pela
equipe médica que acompanha aquela gestante, a fim de estabelecer a melhor terapia, ou
mesmo recomendar pela suspensdo de tal tratamento em decorréncia dos resultados

deletérios que este pode causar.
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1.3. Desenvolvimento da rede respiratoria

A respiracao ¢ um comportamento importante cuja principal funcao ¢ promover
as trocas gasosas. Nos mamiferos, as trocas gasosas durante a vida uterina sao realizadas
via placenta, assim como a mae fornece nutrientes e oxigénio através do cordao umbilical
at¢é o nascimento. No entanto, os componentes neurais ¢ musculares do sistema
respiratorio devem estar funcionais ao nascimento, permitindo a geragao de um ritmo que
garanta uma ventilagdo pulmonar adequada, integrando a degluticdo e outros
comportamentos relacionados a respiragdo (Anju et al., 2013; Greer; Funk; Ballanyi,

2006; Greer; Smith; Feldman, 1992; Van der Heijden; Zoghbi, 2020).

Os movimentos respiratorios em embrides humanos podem ser detectados
aproximadamente na 10* — 12* semana de gestacao e se tornam mais fortes e regulares
entre a 28 e 36 * semana, o que prepara o feto para gerar uma ventilacao adequada apos
o nascimento (Greer, 2012). Estudos utilizando registros eletrofisiologicos in vitro, em
preparagdes tronco encefalico-medula espinhal de fetos de ratos, demonstraram que este
evento se inicia ja na fase embrionaria, especificamente no 17° dia embrionario (E17) (D1
Pasquale et al., 1992; Greer; Smith; Feldman, 1992). Registros ultrassonicos de
movimentos respiratdrios intermitentes de fetos em ratas gravidas anestesiadas e registros
eletrofisiologicos de neurénios do Complexo Pré-Botzinger (pré-BotC) em fatias do
bulbo de fetos de ratos corroboram com esses dados (Jansen; Chernick, 1991; Kobayashi;

Lemke; Greer, 2001; Pagliardini; Ren; Greer, 2003).

Uma rede neural no tronco cerebral gera o ritmo respiratorio e modula o padrao
motor de cada respiragdo para atender as demandas metabdlicas, biomecanicas e
comportamentais. No sentido rostro-caudal, os principais nucleos sao o Complexo
Botzinger (BotC), pré-BotC, grupo respiratorio ventral rostral (rVRG) e caudal (cVRG),
os quais formam a coluna respiratéria ventral. Outros nicleos como o complexo pos-
inspiratorio (PiCo) e o parafacial (pF) se encontram adjacentes a coluna respiratéria
ventral e participam do processo respiratorio, sendo importantes para geragdo da fase de
poOs-inspiracao e expiragado ativa (Anderson et al., 2016; Del Negro; Funk; Feldman, 2018;
Leirao et al., 2018; Wang et al., 2014). Estudos anteriores documentaram o surgimento
embrionario do nucleo gerador de ritmo respiratdrio, o pré-BotC (Bouvier et al., 2010;
Pagliardini; Ren; Greer, 2003; Smith et al., 1991, 2007) ao redor do dia embrionario 17,
e identificaram a regido pF como um segundo gerador de ritmo intercalado com o pré-
Bo6tC (Thoby-Brisson et al., 2009), a qual também ¢ considerada uma regido importante
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na quimiorrecepcao ao CO» (Goridis; Brunet, 2010). Esses dois osciladores emergem
independentemente e sao acoplados. Assim, a sincronicidade entre os geradores do ritmo
respiratorio ¢ estabelecida no inicio do momento respiracao fetal. Curiosamente, a
ontogenia anatdmica do pré-BotC coincide com a primeira atividade respiratéria
semelhante a respiragdao fetal, indicando que essa area ja ¢ funcional no E15 em

camundongos e no E17 em ratos (Greer, 2012; Suzue, 1994; Thoby-Brisson et al., 2005).

O circuito respiratorio no tronco encefalico se desenvolve a partir do
rombencéfalo, o qual ¢ dividido em rombdmeros. O desenvolvimento, maturacao ¢ a
compartimentalizagdo dessa regido estao intrinsecamente relacionadas com a presenca de
genes ¢ fatores de transcricdo. Camundongos mutantes para o Krox2() apresentam
alteragdes no ritmo respiratorio, as quais parecem estar relacionadas com o
desenvolvimento anormal da regido parafacial. Camundongos Mafb-null e HoxbI-null
nao respiram (Van der Heijden; Zoghbi, 2020). Por sua vez, a delecdo do fator de
transcricdo “Developing brain homeobox 17 (DbxI), um regulador transcricional
importante para o desenvolvimento de interneurénios V0, leva a uma completa auséncia
de ritmo respiratorio (Gray et al., 2010; Wu et al., 2017). Adicionalmente, camundongos
com delecao homozigota do “Paired like homeobox 2B (Phox2b) ndo se desenvolvem,
assim como aqueles heterozigotos Phox2b-null possuem um ritmo respiratorio e

quimiossensibilidade alterados (Dauger et al., 2003; Pattyn et al., 1999).

Dessa forma, a desenvolvimento incorreto dessa rede leva a ocorréncia de
problemas respiratorios, tais como a Sindrome de Prader-Willi (Cassidy et al., 2012;
Nixon; Brouillette, 2002), Sindrome da hipoventilagcdo congénita central (Amiel et al.,
2003), apneias do prematuro (Abu-Shaweesh; Martin, 2008; Zhao; Gonzalez; Mu, 2011)
e a Sindrome da Morte Subita Infantil (SIDS) (Goldstein Et Al., 2016; Moon; Horne;
Hauck, 2007), sendo as duas ultimas as mais prevalentes, ¢ em especial a SIDS sendo a

terceira principal causa de morte de criangas.
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1.4. A maturaciao da neurotransmissio inibitoria

A rede respiratéria no tronco encefalico consiste em circuitos inibitorios e
excitatorios conectados. Embora a neurotransmissao glutamatérgica, a principal
excitatoria do Sistema Nervoso Central (SNC), esteja envolvida na geragao do ritmo
respiratorio (Cui et al., 2016; Del Negro; Funk; Feldman, 2018; Feldman; Kam, 2015;
Janczewski; Feldman, 2006; Smith et al., 2007), acredita-se que a neurotransmissao
inibitoria rapida, mediada por ions cloreto, possa modular esse mecanismo, participando
do padrao respiratério (Ghali; Beshay, 2019; Marchenko et al., 2016). A presenca de
neurdnios GABAérgicos e glicinérgicos no tronco encefalico sugere a participagao dessas
células nesses processos (Ezure; Tanaka; Kondo, 2003; Kuwana et al., 2006; Morgado-
Valle; Baca; Feldman, 2010; Schreihofer; Stornetta; Guyenet, 1999). Adicionalmente,
camundongos desprovidos de GAD67, enzima que catalisa a sintese de GABA,
apresentam um ritmo respiratério irregular e uma baixa atividade de neurdnios
inspiratorios no PO (Kuwana et al., 2003, 2006). Dados coletados por Marchenko et al.
(2016) mostraram a ocorréncia de disturbios na atividade de nervos que que se projetam
para musculos respiratorios apos a administragao de gabazina e estricnina no BotC e pré-
Bo6tC. O ritmo respiratério foi mantido, devido a presenga da atividade do nervo frénico
ap6s a administragdo de ambos os farmacos em combinagao, tanto nos experimentos in
vitro quanto in situ realizados pelos autores, no entanto houve uma diminui¢do da

amplitude de disparo deste nervo.

Assim como o circuito respiratério do tronco encefalico passa por um processo
de amadurecimento, a a¢ao do neurotransmissor GABA também sofre alteracdes em
decorréncia das mudancas nas concentragdes ioOnicas dentro ¢ fora dos neurdnios. O
GABA pode ligar-se a dois tipos de receptores, sendo GABAa ¢ GABAg. O receptor
GABAA ¢ um receptor ionotropico heteropentamérico, formado por subunidades a, e vy,
localizados nos terminais pos-sindpticos. O receptor GABAg ¢ um receptor
metabotropico heterodimérico associado a proteina G, possuindo assim ativagdo lenta
mediada por segundo mensageiro, estando localizado nos terminais pré e pos-sinapticos

(Ghali, 2019; Ghali; Beshay, 2019; Kilb, 2012).

Sabe-se que no final da vida uterina, assim como inicio da vida pds natal, o
GABA possui um papel excitatorio. At€ o momento, sabe-se que essa mudanga na sua
funcdo esté relacionada as alteragdes que acontecem junto ao receptor GABAA, de modo
que o GABAR parece ser inibitorio durante toda a vida do individuo. E descrito que
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durante estes estagios iniciais do desenvolvimento, a concentragao de CI" ¢ maior no
interior dos neurdnios, mantendo o meio interno eletricamente negativo € o meio externo
eletricamente positivo. Nesta situacdo, ao se ligar aos receptores ionotropicos, o GABA
abre os canais Cl, promovendo assim uma despolarizagdo (isto €, excitacdo), uma vez
que hé carga negativa saindo da célula favorecida pelo gradiente eletroquimico. Porém,
durante a maturagao do SNC, a concentragdo de Cl" no interior das células diminui,
resultando em um efeito oposto, ou seja, neste caso os ions Cl entram na célula a qual se
torna hiperpolarizada. Assim, de forma gradual, a agdo do GABA muda de excitatéria
para inibitéria. Essas alteracdes parecem estar envolvidas com o co-transportador de
sodio-cloreto-potassio (NKCC1) e o co-transportador de cloreto-potassio (KCC2)
existentes no receptor GABAa. O NKCCI1 possui uma alta expressdo em diferentes
regides durante o final da vida fetal e o inicio da vida neonatal, mas hd uma queda da sua
expressao por volta do dia de vida pos-natal (P) 12. Esse co-transportador ¢ responsavel
por promover o influxo de Cl" para a célula, tornando-a eletricamente negativa. Dessa
forma, quando o GABA se liga ao receptor, o CI sai, esta despolariza-se, promovendo o
efeito excitatorio descrito. Por sua vez, o KCC2 possui uma baixa expressao durante o
final da vida fetal e inicio da vida neonatal, havendo um aumento de sua expressao apos
P12. Ele promove a saida de ions cloreto da célula, aumentando a concentragdao de CI°
fora da célula. Assim, quando o GABA se liga a0 GABAA4, o gradiente eletroquimico
favorece a entrada de CI, causando uma hiperpolarizagdo. E importante ressaltar que a
mudancga na expressao de ambos os co-transportadores ¢ gradual e ocorre em diferentes
areas respiratorias, tais como o pré-BotC e o pF, e o seu resultado ¢ a mudanga no
potencial de Nernst para o cloreto (Ghali, 2019; Herlenius; Lagercrantz, 2004; Liu;
Wong-Riley, 2012; Miles, 1999; Rivera et al., 1999; Rivera; Voipio; Kaila, 2005).

Assim, ao longo do desenvolvimento, e ja estabilizado na vida adulta, a atuagao
do GABA no receptor GABA, juntamente com a glicina através da sua ligagdo nos
receptores glicinérgicos, compdem o principal mecanismo de neurotransmissao inibitéria
rapida mediada pelo CI'. Por sua vez, a ligacdo do GABA nos receptores GABAg forma
um mecanismo de ativagdo lenta mediada por segundo mensageiro, promovendo
mudancas na condutidncia do K*, causando seu extravasamento, assim como do Ca>",
inibindo correntes dependentes do mesmo (Bateson, 2004; Ghali, 2019; Ghali; Beshay,
2019; Nutt; Malizia, 2001).
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Alteragdes no sistema GABAérgico ao longo do desenvolvimento também
ocorrem na expressao das subunidades dos seus receptores, entre elas a al e a3. H4 um
aumento na expressao da subunidade GABA¢rgica al por volta do P12, que persiste até
a idade adulta, em regides como o nucleo do trato solitario, o nicleo cuneado e o pré-
BotC, além da ventilagdo desses animais nesta idade ser menor em relacdo a idade
precedente. Essa subunidade também parece estar associada a funcdo inibitoria
desempenhada pelo GABA. Adicionalmente, durante o desenvolvimento pds-natal, ha
um desequilibrio acentuado e transitorio entre aumento da inibig¢do e reducao da excitagao
em areas respiratorias. Essas alteracdes citadas ocorrem principalmente em torno de P12,
onde h4 uma repentina redugdo na expressao de neurotransmissores excitatérios, como
glutamato e seus receptores, € um aumento na neurotransmissao inibitoria via GABA e
glicina, bem como em seus receptores (Liu et al., 2009; Liu; Wong-Riley, 2005, 2006,
2012; Wong-Riley; Liu, 2008).

Assim, compreende-se que a respiracdo ¢ gerada e controlada por uma rede
localizada no tronco encefélico. O correto desenvolvimento destes ntcleos € importante
para garantir uma adequada ventilagao ao individuo na vida pos-natal. A maturacao da
neurotransmissao GABA¢érgica durante a vida intrauterina e pos-natal esta associada ao
desenvolvimento da rede respiratoria e alteracdes nessa neurotransmissao ainda durante
a vida gestacional pode levar a problemas respiratorios a longo prazo. Isso acontece pois
a funcao sinéptica inibitoria tem sido associada ao desenvolvimento e regulagao do ritmo

respiratorio (Feldman; Kam, 2015; Ghali; Beshay, 2019).
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1.5.0 sistema GABAérgico e os nucleos catecolaminérgicos e

serotoninérgicos

O sistema GABA¢érgico também atua em areas pontinas e bulbares que estdo
envolvidas no controle respiratorio, como as regides catecolaminérgicas e os nucleos da
rafe (Corcoran et al., 2009; Gargaglioni; Hartzler; Putnam, 2010; Nattie; Li, 2012). De
fato, tanto a noradrenalina quanto a serotonina estdo envolvidas no controle respiratorio

(Di Pasquale et al., 1992; Errchidi; Monteau; Hilaire, 1991).

Os neuronios catecolaminérgicos encontram-se amplamente distribuidos pelo SNC,
em grupos celulares, os quais usam como neurotransmissores a noradrenalina, adrenalina
e dopamina. A principal enzima envolvida na biossintese dessas moléculas ¢ a Tirosina-
hidroxilase. De forma geral, os neurdnios que utilizam a noradrenalina sao classificados
em “A” e aqueles que utilizam a adrenalina sao classificados em “C”. Assim, no tronco
encefalico foram identificados diversos grupamentos celulares noradenérgico (Al — A7)
e grupamentos adrenérgicos (C1 — C3), havendo uma sobreposi¢do entre os dois tipos
celulares dentro de alguns destes grupos. Dessa forma, as principais regioes
catecolaminérgicas no tronco encefalico sao: A1/C1, A2/C2, C3, A5, A6 ¢ A7. Os
neurdnios da A1/C1 e AS, por exemplo, fazem parte do bulbo ventro-lateral caudal
(CVLM) e do bulbo ventrol-lateral rostral (RVLM). Por sua vez, os neuronios da A2, por
exemplo, estdo localizados no territério do nicleo do trato solitario (NTS), assim como
os neurdnios da A6 compode o nticleo identificado como Locus coeruleus. De forma geral,
0s neurdnios catecolaminérgicos mandam projecdes ascendentes e descendentes para
todo o SNC, assim como recebem projecdes e possuem receptores GABAérgicos,
participando do controle de diversas fungdes tais como nocicepgao, estresse, além de

modularem o sistema cardiorrespiratorio (Kvetnansky; Sabban; Palkovits, 2009).

O sistema catecolaminérgico esta envolvido com o desenvolvimento e a maturacao
do SNC, principalmente da rede respiratdria, uma vez que animais mutantes para fatores
de transcrigdo como Rnx, Phox2a, Ret, envolvidos com a produ¢ao de noradrenalina, nao
sobrevivem e apresentam problemas respiratorios (Hilaire, 2006). Adicionalmente, ¢
reconhecido que a noradrenalina possa exercer um efeito sobre a respiracdo, em
especifico sobre o ritmo respiratério de ratos. Preparagdes bulbares de ratos de 0 a 4 dias
de vida, contendo o gerador do ritmo respiratorio, apontam que a aplicagdo exogena de
noradrenalina reduz a frequéncia de disparo do nervo frénico. Os autores ainda mostraram
que o efeito inibitorio da adrenalina no ritmo respiratdrio foi parcialmente bloqueado pela
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bicuculina, sugerindo que o GABA possa estar envolvido nesse processo (Arata;

Onimaru; Homma, 1998).

Trabalhos anteriores ja& mostraram que a regido Al/C1 estd envolvida com o
controle respiratério, uma vez que o bloqueio dos seus receptores a-2 diminui a atividade
ritmica do grupo respiratorio ventral. Também ¢ sugerido que os neurdnios A2/C2
possam participar do controle respiratorio, uma vez que essa regido integra inimeras
entradas periféricas de natureza respiratoria vinda de aferentes como os corpos carotideos
e pulmao. A regido A5 parece deprimir o ritmo respiratorio por uma atividade inibitéria
da noradrenalina sobre os receptores a-2, uma vez que o bloqueio desses receptores nessa
regido aumenta a frequéncia de disparo do nervo frénico. Na contramao, ¢ sugerido que
a regido A6 parece exercer um efeito facilitador excitatorio sobre a atividade do gerador
do ritmo respiratorio por atuagdo da noradrenalina nos receptores a-1, uma vez que o
bloqueio desses receptores reduz a frequéncia de disparo do nervo frénico. Ambas as
regides sao necessarias para o desenvolvimento e maturacao da rede respiratéria, assim
como para o desenvolvimento do ritmo respiratério normal, uma vez que animais com
delecdoes nos genes envolvidos na formacdao das regides AS e A6 apresentam
irregularidades respiratérias, assim como sobrevivem por cerca de 48 horas (Hilaire et

al., 2004; Viemari et al., 2004, 2005; Zanella et al., 2006).

Recentemente, nosso laboratorio mostrou que os neurdnios noradrenérgicos do
tronco encefalico exercem uma inibi¢ao tonica na ventilagao basal de ratos neonatos P7—
8 e uma importante modulagdo inibitoria da resposta ventilatoria ao CO» e a hipoxia em
ambos o0s sexos nos animais P7-8 e P14—15 (Patrone et al., 2018, 2020). Adicionalmente,
um estudo de Li; Nattie (2006) demonstrou que lesdes dos neurdnios catecolaminérgicos
do tronco encefalico em ratos adultos resultaram em redugdo frequéncia respiratoria e da
resposta ventilatoria ao CO», seja em estado de sono ou vigilia. Em conjunto, esses dados
mostram que os neurdnios catecolaminérgicos participam da hiperventilacao ao CO; e

0s.

Em especial sobre o grupamento A6, que contém o Locus coeruleus, ja foi
demostrado que a lesdo de 80% dos seus neurdnios noradrenérgicos (NOR) promoveu
uma redugdo de 64% na resposta respiratoria ao CO; (Biancardi et al., 2008), contudo a
resposta a hipdxia nao foi afetada (Biancardi et al., 2010). Os neuronios noradrenérgicos
localizados no LC enviam projecdes para diferentes regides do encéfalo, controlando os
niveis de excitacao e desempenho cognitivo, assim como afetando os estados de atencao
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e induzindo ansiedade (Breton-Provencher; Sur, 2019; Mccall et al.,, 2015).
Adicionalmente, um estudo recente demonstrou que os neurdnios do pré-BotC se
projetam diretamente para o LC, e através deste nucleo para varias areas do encéfalo
(Yackle et al., 2017). De acordo com os autores, este circuito ascendente permite que os
neurdnios geradores do ritmo respiratdrio se comuniquem diretamente com e controlem
estruturas encefalicas rostrais associadas com o comportamento de fuga e o estado de
vigilia como o LC. Dessa forma, ¢ sugerido que a ativacdo dos neurdnios
catecolaminérgicos esteja envolvida com os transtornos de ansiedade, principalmente
pela alteracdo na atividade dos neurénios do LC (Redmond; Huang, 1979; Shekhar et al.,

2002).

O sistema GABAérgico parece estar envolvido no controle do sistema
catecolaminérgico, principalmente por controlar a liberagdo de noradrenalina destes
nucleos. Trabalhos recentes mostram que ha uma populacdo de neuronios GABA¢érgicos
que estao colocalizados ou se encontram posicionados dorso-medialmente aos neurénios
noradrenérgicos do LC. Adicionalmente, o LC recebe inputs GABAérgico de outras
regides como o nucleo amigdalar e hipotdlamo. A ativacio GABA¢érgica promove uma
diminui¢do da taxa de disparo dos neuronios noradenérgicos do LC, assim como
produzem potenciais pds-sinapticos inibitorios. Esses efeitos sdo revertidos com a
aplicacdo de bicuculina, um antagonista GABA¢érgico (Aston-Jones; Zhu; Card, 2004;
Breton-Provencher; Sur, 2019; Dimitrov; Yanagawa; Usdin, 2013; Jin et al., 2013, 2016).
Ainda sobre o grupamento A6, Fuxe et al. (1975) sugeriram que a redugdo da
noradrenalina apos a administracao de benzodiazepinicos estd envolvida com o aumento
da atividade dos receptores GABA nos neurdnios do LC. Segundo os autores, a fungao
GABA¢érgica nesta regido pode ser responsavel pela sedagdo apds o uso dos
benzodiazepinicos. De fato, o Diazepam diminui a taxa de disparo dos neurdnios do LC
e o metabolismo de noradrenalina em doses dentro do intervalo efetivo para agdes
ansioliticas clinicas em seres humanos (Grant; Huang; Redmond, 1980; Sanghera;
German, 1983), assim como a aplicagao de benzodiazepinicos nesta regido diminui a sua
atividade (Laurent et al., 1983). Dessa forma, a populagdo de neurénios GABA¢érgicos no
LC, assim como as projecoes vindas de outras areas para esta regido, constituem uma
fonte de inibi¢ao para os seus neurdnios noradrenérgicos, controlando assim os estados

de excitag¢ao do encéfalo.

37



Da mesma forma, também foi mostrado que os neurdnios catecolaminérgicos
presentes nas regioes A1/C1 e A2/C2, além de possuirem receptores GABAérgicos
(Kvetnansky; Sabban; Palkovits, 2009), recebem inervacdo GABA¢érgica de areas como
a amigdala central (Jia; Rao; Shi, 1997). A neurotransmissao inibitoria GABAérgica
sobre os neurdnios catecolaminérgicos do NTS diminui a liberagdo de noradrenalina em
encefalicas superiores (Tanaka et al., 2002), assim como diminui a liberagao de dopamina

no proprio NTS (Misu; Yue; Goshima, 1995).

Além das catecolaminas, 0o GABA também parece estar envolvido com o controle

da serotonina.

A serotonina ¢ uma monoamina amplamente distribuida no encéfalo, envolvida no
controle de fun¢des como: ritmos circadianos, alimentacao, estado emocional, controle
do sono e controle respiratorio. Os neurdnios serotoninérgicos se encontram localizados,
principalmente, na rafe enviando projecdes para diferentes areas do encéfalo e da medula
espinhal (de Carvalho et al.,, 2014; Steinbusch; Nieuwenhuys, 1981), e estdo
sinapticamente conectados com os geradores do ritmo respiratorio (Hodges et al., 2009;
Zanella et al., 2008), participando do controle respiratorio ao modularem a excitabilidade

dos motoneurdnios respiratorios (Hilaire; Duron, 1999).

De fato, ja foi demonstrado que os neuronios serotoninérgicos da rafe obscurus se
projetam para o pré-BotC e para os motoneuronios do hipoglosso, de modo que o aumento
da atividade desses neuronios promove um aumento do oufput motor inspiratdrio tanto
por ativagao dos neurdnios do pré-BotC quanto dos neurdnios motores (Ptak et al., 2009).
Além disso, ja foi visto que os neurdnios serotoninérgicos estao envolvidos na regulacao
da atividade colinérgica nas vias aéreas, assim como a sua estimulagao leva a um aumento
da atividade do nervo frénico, sugerindo que alteragdes nas vias serotoninérgicas podem

levar a disfuncao das vias aéreas superiores (Haxhiu et al., 1998).

Adicionalmente, camundongos transgénicos que nao possuem neuronios
serotoninérgicos (LmxIb"?) apresentam anormalidades respiratorias. Esses animais
apresentaram frequentes crises de apneia, assim como uma reducao da sua ventilagcao na
vida pds-natal, além de terem sido observadas altas taxas de mortalidades e menores taxas
de crescimento. Os autores desse trabalho concluem que a ventilagdo no periodo pré-natal
¢ dependente dos neurdnios serotoninérgicos € que estes fornecem um drive excitatorio

para a rede respiratoria (Hodges et al., 2009).
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Os neurdnios serotoninérgicos da rafe bulbar também estdo envolvidos com os
ajustes respiratorios durante a hipercapnia, pois sdo intrinsicamente quimiossensiveis ao
CO»/pH, tanto in vitro quando in vivo. (Corcoran et al., 2009; Hodges; Richerson, 2008;
Kinney; Thach, 2009; Nattie et al., 2004; Penatti et al., 2006; Richerson, 2004). Sabe-se
que os neurdnios serotoninérgicos deste grupamento exercem uma modulagdo excitatdria
na resposta ventilatoria a hipercapnia (da Silva et al., 2011; Dias et al., 2007), inibitéria
em relagdo a hipdxia (Gargaglioni; Coimbra; Branco, 2003; Penatti et al., 2006), assim
como parecem estimular a respiracdo (Teran; Massey; Richerson, 2014). J& foi
demostrado que a destrui¢do dos neurdnios serotoninérgicos na rafe promove uma
redugdo da resposta ventilatoria a hipercapnia, a qual ¢ dependente dos estados de alerta
dos animais (Nattie et al., 2004). E importante ressaltar que cerca de 75% a 90% dos
neurdnios da rafe sdo quimiossensiveis ao CO», € ja foi descrito que ha neuronios nesta
regido que sao estimulados pelo CO»/pH, enquanto ha aqueles que sao inibidos por esses
mesmos estimulos. No entanto, todos aqueles que sao estimulados sdao serotoninérgicos
(Richerson, 2004), e mais recentemente, foi descrito que aqueles neuroénios que sao

inibidos sdo GABA¢érgicos (Iceman et al., 2014).

De forma interessante, estudo de Millhorn et al. (1988) demonstrou que 0 GABA
esta relacionado com a liberacdo de serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) na rafe
magnus ¢ esta apresenta um grande numero de corpos neuronais € terminais
GABA¢érgicos e receptores GABAa e GABAg (Bowery; Hudson; Price, 1987). Também
foi observado que a administracdo de muscimol (agonista GABA¢érgico) na rafe dorsal
diminuiu significativamente os niveis de serotonina extracelular. Essa diminui¢do foi
dose-dependente. O contrario foi demonstrado pelos autores ao administrarem bicuculina,
observando-se assim um aumento, também dose-dependente, dos niveis de serotonina
extracelular (Tao; Ma; Auerbach, 1996). Recentemente também foi demostrado que a
aplicacdo de muscimol na rafe promove uma queda na resposta ventilatéria a hipercapnia
(Messier; Li; Nattie, 2002), assim como esse mesmo agonista diminui a taxa de disparo
dos neurdnios serotoninérgicos (Judge; Young; Gartside, 2006). Adicionalmente, ja foi
mostrado que os benzodiazepinicos promovem uma reducdo da atividade da rafe dorsal
(Gallager, 1978; Laurent et al., 1983). Esses resultados mostram os efeitos inibitdrios

exercidos pelo GABA sobre a neurotransmissao serotoninérgica.

Os estudos supracitados apontam para a correlacao das catecolaminas e serotonina

com o controle respiratorio, em especial para a participagdo destes na
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quimiossensibilidade central, dado que disfungdes em ambos os sistemas levam a
problemas respiratorios na vida pos-natal. Da mesma forma, ambos sistemas sdo
necessarios para o desenvolvimento e maturagdo do SNC, em especial da rede
respiratoria. Adicionalmente, a neurotransmissdo GABAérgica parece modular a
atividade dessas regides, potencialmente modulando a respiragdo. No entanto, pouco se
conhece sobre como intervengdes que afetem diretamente com o sistema GABA¢érgico,
tal como o tratamento com benzodiazepinicos, podem influenciar as monoaminas citadas,
o desenvolvimento da rede respiratdria, e quais suas consequéncias para a ventilacdo do
recém-nascido na vida pos natal. Desta forma, o presente projeto buscou ampliar os
conhecimentos sobre alteragdes no controle respiratorio € no sistema monoaminérgico
durante o desenvolvimento, causados pela exposicao intrauterina ao Diazepam, uma vez
que estas alteracdes, causados pelas substancias utilizadas pelas maes durante a gestagao,

podem estar envolvidas com a ocorréncia da Sindrome da Morte Subita Infantil.
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2. OBJETIVOS

Com base nos pressupostos tedricos levantados anteriormente, o presente projeto

de mestrado avaliou:

v' A ventilagio e 0 metabolismo durante normoxia/normocapnia de neonatos,
em idades PO-1, P12-13, P21-22, que foram expostos ao Diazepam durante a
gestacao;

v' As respostas ventilatdria e metabolica induzidas por hipercapnia e hipdxia
de neonatos, em idades PO-1, P12-13, P21-22, que foram expostos ao Diazepam
durante a gestacao;

v' Alteragdes no sistema catecolaminérgico na idade P12-13, através de
imunofluorescéncia para Tirosina-hidroxilase (TH);

v' Alteragdes no sistema serotoninérgico na idade P12-13, através de
imunofluorescéncia para serotonina (5-HT);

v' Alteragdes comportamentais em neonatos logo apds o nascimento;

v' Alteragdes nas gestacdes de ratas submetidas ao tratamento com

Diazepam.
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3. MATERIAL E METODOS

Esta secdo traz, de forma resumida, os materiais ¢ métodos que foram utilizados
para o desenvolvimento e analise deste projeto. A descricdo completa e detalhada

encontra-se no manuscrito, no Capitulo 2.
3.1. Animais, drogas e procedimentos cirurgicos

Foram utilizadas ratas gravidas e seus filhotes Wistar, dentre eles os que
acabaram de nascer até o primeiro dia de vida pos-natal (PO-1), aqueles que completaram
12a13 (P12-13) e 21 a 22 (P21-22) dias de vida pos-natal (P). As ratas gravidas foram
randomicamente divididas em dois grupos: (i) as que receberam veiculo (ii) e as que
receberam Diazepam na concentracao 1 mg/Kg/dia (Picard et al., 2008; Saito; Brandao,
2016), assim como os seus filhotes (grupo controle, CTRL - os quais as maes receberam
veiculo; grupo tratado, DPZ - os quais as maes receberam o Diazepam). O medicamento
DZP ou o seu veiculo foi ministrado as ratas gravidas durante seus 21 dias de gestacao
utilizando uma bomba osmotica (Alzet Osmotic Pumps, Cupertino, CA, EUA modelo
2ML4), implantada subcutanea no dorso das ratas gravidas apos a constatacao de
espermatozoide via esfregago vaginal, no dia embrionario (E) 0 (FIGURA 1). A bomba

osmotica foi retirada no dia E21.

Os animais tiveram livre acesso a agua e ragdo e os experimentos foram
realizados entre as 8:00h e 17:00h, durante a fase clara. A sexagem de cada neonato foi
realizada no dia em que nasceram e confirmada no dia de cada experimento. Os
experimentos foram conduzidos e aprovados de acordo com o comité de ética local, sob

o namero de Protocolo CEUA n° 2164/17.

FIGURA 1: Exemplo do procedimento cirtirgico para implantacdo da bomba osmética para administragéo
continua do Diazepam ou seu veiculo. A: bomba osmotica em preparagdo. B: realizacdo de uma pequena
incisdo do dorso do animal e implantagdo subcutidnea da bomba osmotica. C: rata gravida saudavel apos
procedimento.
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3.2. Determinacao da ventila¢ao em P0-1, P12-13 e P21-22

A ventilagdo pulmonar (Ve) dos animais nas idades P0-1 e 12-13 foi
determinada utilizando-se o método de pletismografia de pressdao (Cummings et al., 2011;
Mortola, 1984; Mortola; Frappell, 2013). O sinal de pressao gerado pelos movimentos da
caixa tordcica dentro da camara com o corpo do animal foi considerado diretamente
proporcional ao volume corrente (V). Neste caso, a temperatura da camara do animal foi
controlada utilizando uma incubadora (Premium Ecologica — IP 70A) determinada para

a realizacdo dos experimentos a 34°C para P0O-1 e 30°C para P12-13.
F-S
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FIGURA 2 - Esquema de um sistema de pletismografia de pressdo utilizado para neonatos de mamiferos
P0-1 e P12-13. P: transdutor de pressdo dos movimentos da caixa toracica; T: sensor de temperatura da
camara; F: fluxo de entrada; F-S: fluxo de saida (adaptado de Mortola; Frappell, 2013).

A ventilacao dos animais jovens (P21-22) foi determinada por pletismografia de
corpo inteiro em sistema fechado (Bartlett; Tenney, 1970; Drorbaugh; Fenn, 1955). As
oscilagdes da temperatura do ar da camara causadas pela respiracao foram medidas como
oscilagdes de pressdo, pelo fato do volume de ar corrente inspirado ser aquecido da
temperatura da camara a temperatura corporal e saturado com vapor de agua, enquanto o
volume de ar corrente expirado ser novamente esfriado até a temperatura da camara.
Nessa idade, o volume corrente foi calculado por meio da férmula de Drorbaugh; Fenn
(1955). Neste método, a cada registro de ventilagdo, o fluxo de ar pela camara foi

interrompido por aproximadamente 2 minutos.
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FIGURA 3 - Esquema de um sistema de pletismografia de corpo inteiro utilizado para animais P21-22. Em
vermelho, sinal barométrico de ventilagdo. P: transdutor de pressdo; T: sensor de temperatura da cadmara;
F: fluxoémetro; C: seringa para calibragdo do sinal; MFS: “mass flow system” — bomba de sucg@o para
manuten¢do do fluxo.

Assim, duas variaveis respiratorias foram medidas sendo elas a frequéncia

respiratoria (fr) e o volume corrente (V). A Ve foi calculada pelo produto da fr pelo Vr.

A VE e o V7 serdo apresentados nas condigdes de pressdo barométrica ambiente, a
temperatura e saturados com vapor d’agua (BTPS), ambos corrigidos pela massa corporal
em quilograma (Kg). Para este método, a temperatura corporal foi medida através de um

sensor de temperatura retal.

Foram utilizadas as misturas gasosas: 7% COz, 21% O: (hipercapnia) em N>
balango e 10% de O2 em N> balanco (hipoxia). Elas foram adquiridas da White Martins
Gases Industriais Ltda (Osasco, SP).

3.3. Determinacao do metabolismo

O método de calorimetria indireta (consumo de oxigénio, VO,) pela

configuragdo Pull mode foi utilizado para a determinacdo do metabolismo através do
sistema aberto de respirometria (Cummings et al., 2011; Mortola, 1984). O consumo de

oxigénio foi calculado utilizando a férmula apropriada de Depocas; Hart (1957).

3.4. Determinagao e analise dos eventos de apneia

A duracao dos eventos de apneia, bem como a ocorréncia de apneias pelo tempo,

foi avaliada em animais com idade PO-1, durante as condi¢cdes de normocapnia
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normoxica, hipercapnia e hipoxia. Um evento de apneia foi considerado como uma pausa
na respiracao por um tempo equivalente a duas respiracoes, calculado para cada animal,
de acordo com sua propria frequéncia respiratoria média durante aquela determinada
condi¢do gasosa. Para calcular a duracao das apneias, foi realizada uma média de todas
as apneias. Para calcular a ocorréncia de apneias por tempo (apneia/tempo, em horas), o
numero total de apneias foi dividido pelo tempo total em que o animal foi exposto a essa

condi¢do gasosa.

3.5. Reflexo de mastigacio e endireitamento

Os reflexos de mastigagao e endireitamento foram testados nos neonatos (P0-1)
apo6s 4 horas do nascimento. Para avaliar o reflexo de mastigacao, foi contado o nimero
de aberturas de mandibula através da introdu¢ao de um tubo de polietileno (PE-50) na
boca do recém-nascido, durante 30s (Chatonnet et al., 2007; Jacquin et al., 1996). Em
relagdo ao reflexo de endireitamento, os neonatos foram colocados na posi¢ao supina e
foi registrado o tempo para o animal voltar para a posi¢ao prona (Lubics et al., 2005). A
fim de obter dados comparaveis, a contagem foi feita pela mesma pessoa em todo o

estudo.

3.6. Imunofluorescéncia para Tirosina-hidroxilase (TH) e S-hidroxitriptamina

(5-HT) e contagem de células

Ao final dos experimentos, os animais foram profundamente anestesiados com
uma overdose de Ketamina (100 mg/kg) e perfundidos com tampao fosfato (PBS, 0,01 M
com pH de 7,4), seguido por paraformaldeido 4 % (PFA diluido em solucao de fosfato
tamponado PB — 0,IM e pH 7,4). Os encéfalos foram removidos, armazenados e
posteriormente foram congelados e cortados em triplicata no criostato com segdes de 35

pm.

Foi realizado imunofluorescéncia free-floating para tirosina-hidroxilase (TH) e
serotonina (5-HT) para a marcacdo dos neurdnios catecolaminérgicos (CA) e
serotoninérgicos respectivamente. Para isso, os cortes foram incubados em uma solugao
de recuperacdao antigénica, lavados com PBS, seguido por incubac¢do em solucao de

bloqueio para o bloqueio de antigenos inespecificos. Em seguida, os cortes foram
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incubados overnight com anticorpo primario, sendo o monoclonal anti-TH feito em
camundongo (1:1000, Sigma Aldrich) para TH e o monoclonal anti-5-HT feito em coelho
(1:1000, Sigma Aldrich), em temperatura ambiente. Apds, os cortes foram incubados com
anticorpo secundario fluorescente 488 anti-camundongo IgG (1:500, Jackson Immuno
Research) e 595 anti-coelho IgG (1500, Jacskon Immuno Research) em temperatura
ambiente. Finalmente os cortes foram colocados no sentido rostro-caudal em laminas
gelatinizadas, cobertos com laminula e solugdo anti-desbotante. A marcacao de cada

molécula se deu em cortes diferentes.

As células imunorreativas para TH e 5-HT foram analisadas por microscopia
fluorescéncia. Foram identificados os nucleos A1/C1, A2/C2, C3, A5 e A6 sendo TH-
positivos, assim como nucleos da rafe bulbar (magnus, pallidus e obscurus) sendo 5-HT
positivos. As contagens foram feitas utilizando o programa Image J (disponibilizado via:

http://www.rsb.info.nih.gov/nih-image). Com excec¢ao do nucleo A6, em todos os demais

foram contabilizados o nimero total de neur6nios. No A6, foi calculada a quantidade de

células por mm?.
3.7. Protocolos experimentais

3.7.1.  Efeito da exposicdo ao Diazepam durante o periodo pré-natal sobre a ventilagdo

e o metabolismo durante a normocapnia/normoxia.

Os animais foram previamente colocados em uma camara pletismografica, a qual
foi ventilada com ar atmosférico (21% O2) por um periodo de aclimatacdo de no minimo
30 min. Apos a aclimatacdo, foram realizadas medidas de ventilagdo e metabolismo
durante 20 minutos dos animais expostos a normocapnia/normoxia (21% O, 0,03% CO-
e N> balanco). A ventilagao foi medida continuamente para PO-1 e P12-13 e durante 2

minutos para P21-22 apos a exposi¢ao.

3.7.2.  Efeito da exposicdo ao Diazepam durante o periodo pré-natal sobre a ventilagdo
e o metabolismo de ratos neonatos (P0-1 e P12-13) e jovens (P21-22) submetidos a hipercapnia e
hipoxia.

Apos arealizacao das medidas de ventilagdo basal durante a normocapnia/normoxia
os animais foram submetidos a hipercapnia por 20 min, onde a camara foi ventilada com
uma mistura gasosa contendo 7% COz, 21% O e equilibrada com N> (White Martins
Gases Industriais Ltda, Osasco, SP). Apds a hipercapnia, a camara foi ventilada com ar

atmosférico novamente para recuperagao dos valores basais de ventilagao por 40 min e,
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posteriormente, os animais foram submetidos a hipoxia por 20 min, onde a camara foi
ventilada com uma mistura gasosa contendo 10% O- e equilibrada com N> (White Martins
Gases Industriais Ltda, Osasco, SP). A ordem de exposi¢ao a hipercapnia e hipdxia foi
invertida randomicamente. As medidas de ventilagao e metabolismo foram realizadas em

todas as exposicoes, sendo continua para PO-1 e P12-13 e a cada 5 minutos para P21-22.

3.7.3.  Efeito da exposi¢do ao Diazepam durante o periodo pré-natal sobre a contagem do

numero de neurénios positivos para TH e 5-HT em neonatos de idade P12-13.

Apo6s a conclusdao do protocolo experimental de ventilagdo, os animais P12-13
foram sacrificados, perfundidos com PBS + PFA 4% e tiveram seus encéfalos removidos

e conservados em sacarose 30% até o dia da imunofluorescéncia descrita acima.

3.8. Analise de dados

Para os dados referentes ao numero de filhotes foi utilizado o teste ANOVA de uma
via e para reflexo de mastigacao e endireitamento foi utilizado o Teste T. Para avaliar a
relagdo entre o atraso no nascimento (para aquelas maes que tiveram seus filhotes ap6s o
E-21) e a exposicao ao Diazepam, foram calculadas as razdes de chances (Odds Ratio)
para um intervalo de confianca de 95%. O peso corporal foi analisado utilizando-se o
teste ANOVA de duas vias, comparando-se “tratamento” (CTRL x DZP) e “idade” (PO-
1, P12-13, P21-22). Os resultados de ventilagao, metabolismo e apneia foram analisados
usando o software de analise de dados LabChart. Os valores no basal serdao apresentados
em valores brutos, e o teste ANOVA de uma via foi realizado para avaliar as diferencas
estatisticas. Os valores de hipercapnia e hipdxia serdo apresentados como porcentagem
(%) do basal ap6s 10 minutos de exposicao a condig@o e o teste ANOVA de duas vias de
medidas repetidas, comparando-se “tratamento” (CTRL x DZP) e “tempo”
(normocapnia/normoéxia x hipercapnia; normocapnia/normoxia x hipdxia), com pos-teste
de multiplas comparagdes Tukey, foi realizado para avaliar as diferencas estatisticas. Em
relagdo as apneia, também foi utilizado o teste ANOVA de duas vias de medidas
repetidas,  comparando-se  “tratamento” (CTRL x DZP) e “tempo”
(normocapnia/normoéxia x hipercapnia; normocapnia/normoxia x hipdxia), com pos-teste
de multiplas comparagdes Tukey. A significancia dos dados de imunofluorescéncia foi
avaliada através do teste ANOVA de uma via, comparando-se o efeito do tratamento

(CTRL x DZP). Para todas as analises estatisticas, utilizou-se o programa Sigma Stat
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(Systat Software, Point Richmond - CA, EUA), e foram considerados significativos

valores de P < 0,05.
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4. SINTESE DOS RESULTADOS E BREVE DISCUSSAO

Esta se¢ao apresenta, de forma resumida, os resultados obtidos com o
desenvolvimento deste projeto de pesquisa, assim como procura discuti-los brevemente.
Uma leitura aprofundada sobre os dados aqui coletados, os graficos, tabelas e imagens
contendo os resultados, assim como a discussdo sobre eles, pode ser encontrada no

manuscrito disponivel no Capitulo 2 desta dissertagao.

No presente estudo, 50% das fémeas tratadas com Diazepam apresentaram 22
dias de gestagdo, indicando um atraso de 1 dia no nascimento dos seus filhotes. Dentre as
fémeas que receberam o medicamento, uma delas pariu apenas 1 filhote vivo e constatou-
se que 6 filhotes ndo haviam nascido, mas estavam formados dado pela presenca de
cabeca, cauda, ¢ membros intactos. Além disso, uma das ratas tratadas deu a luz a 5

fémeas, sendo que uma delas estava morta.

De fato, a literatura reporta que o uso materno de benzodiazepinicos, traz
complicagdes para a gestacao, afetando tanto a gestante quanto o feto. A utilizagao dessa
classe de medicamentos esta associada com a ocorréncia de malformagdes fetais, com o
risco de nascimento prematuro € com maiores taxas de aborto e morte pré-natal (Ban et
al., 2012; Ogawa; Takeshima; Furukawa, 2018; Sheehy; Zhao; Bérard, 2019; Yonkers et
al., 2017). Embora esses estudos foram conduzidos em humanos, ressaltamos que as ratas
no presente estudo também tiveram complicagdes obstétricas e morte fetal, dados que se
correlacionam. No entanto, os resultados da clinica humana mostram que ha nascimento
prematuro apds a administracdo de benzodiazepinicos, enquanto os dados aqui coletados
para ratas reportam nascimento tardio, fato este que pode estar relacionado com a atuagao
periférica do Diazepam, uma vez que este promove o relaxamento, dose dependente, da
musculatura uterina de ratas fémeas ovarectomizadas (Yiu; Kwan; Ngan, 1996).
Adicionalmente, nao foram observadas mas-formagdes para os animais do presente
estudo, enquanto este parece ser um relato comum para recém-nascidos humanos. De
fato, um trabalho que também administrou DZP durante a gestagcdo de fémeas, nao relatou
qualquer efeito teratogénico nos neonato de ratos avaliados (Picard et al., 2008). Acredita-
se que apenas doses maiores do que as empregadas aqui poderiam causar problemas
fisicos em ratos (Nicosia et al., 2003). De forma geral, chamamos atengao para o risco
potencial da utilizagdo materna de Diazepam e os seus possiveis efeitos obstétricos

deletérios para o parto e o feto.
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O tratamento ndo afetou a média do nimero de filhotes machos e fémeas, assim
como nao afetou o numero total de filhotes por ninhada. O tempo médio que os animais
levam para retornar a posi¢ao prona, assim como o nimero médio de mastigacdes nao
foram afetados pelo Diazepam. Tais comportamentos foram avaliados uma vez que este
medicamento possui um forte poder sedativo e promove o relaxamento muscular em
humanos (Calcaterra; Barrow, 2014). De fato, ja foi mostrado que esse medicamento
promoveu uma reducdo da atividade locomotora de ratos adultos (Elliot; White, 2001) e
neonatos (Nicosia et al., 2003). Adicionalmente, o uso materno de Diazepam parece estar
associado com a ocorréncia de labio leporino e fendas palatinas, que poderiam levar a
problemas no reflexo de mastigacao, ou mesmo sobre a amamentacao e alimentagao dos

individuos (Igbal; Sobhan; Ryals, 2002).

Embora nenhum comprometimento motor foi encontrado nos animais machos e
fémeas tratados com o Diazepam, foi possivel observar que eles possuem uma menor
variabilidade do reflexo de mastigacdo em relacdo ao grupo controle. Sobre isso, a
literatura aponta que os reflexos de um individuo sao um forte indicativo sobre o correto
desenvolvimento do Sistema Nervoso Central, que pode ser influenciado pelo Diazepam.
Da mesma forma, a variabilidade de um comportamento ¢ caracteristica do
desenvolvimento motor, assim como ¢ o substrato evolutivo para qualquer espécie.
Assim, esses animais possuem um menor repertorio comportamental dada a menor
variabilidade desses dados, o que impacta negativamente sobre sua adaptacao a novos
ambientes (Finan; Smith, 2005; Nicosia et al., 2003; Piek, 2002; Smith; Goffman, 1998;
Thelen, 1995; Thelen; Smith, 1994; Touwen, 1990; Turvey; Fitzpatrick, 1993; Walsh;
Smith, 2002).

Também observamos que os animais tratados com o Diazepam possuem maior
massa corporal em relacdo ao seu grupo controle no dia pos-natal 21-22. Sobre isso,
também ja foi relatado que ratos juvenis na idade de desmame P21 apresentaram ganho
de massa corporal apds a exposicdo intrauterina a este farmaco (Segovia et al., 1991).
Adicionalmente, foi mostrado que a microinjecdo central de Diazepam, assim como a de
muscimol, no Nucleo Accumbens, promoveram um aumento da ingestdo de comida em
ratos adultos (Meena et al., 2009). Ainda, estudos em primatas nao-humanos mostrou que
o Diazepam ndo s6 aumentou a ingestao de comida, assim como também aumentou a
procura por alimentos destes animais (Foltin, 2001). Portanto, esses resultados sugerem

a participagao do Diazepam na hiperfagia e ganho de peso nos animais aqui avaliados,
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assim como sugerem que esse medicamento possa promover efeitos de longa duragao

sobre 0s animais, uma vez que ja nao ha droga circulante nessa idade de desmame.

Em relacdo as respostas ventilatorias e metabolicas, os nossos dados sugerem
que o Diazepam promove mudangas sexo-especificas sobre o controle respiratério ao
longo do desenvolvimento. Embora outros efeitos foram observados e serdo discutidos
abaixo, os principais achados que levam ao delineamento desta afirmativa estdo
relacionados a atenuacdo da ventilagdo ao CO; de fémeas nas idades PO-1 ¢ P12-13,
enquanto para os machos foi observado uma hipoventilagdo em normocapnia/normoéxia

nas idades P12-13 e P21-22.

Os dados de ventilagdo e metabolismo em normoxia/normocdpia apontam para
minimos efeitos nas fémeas na idade P0O-1, as quais apresentaram apenas um aumento na
fr assim como no V0,, sem afetar nenhuma outra variavel respiratoria em outra idade
nesta condi¢do gasosa. Embora realizado em camundongos machos adultos, um estudo
também mostrou que a administragdo intraperitoneal de Diazepam promoveu um
aumento da frequéncia respiratoria (Masneuf et al., 2012), enquanto outro trabalho
registrou queda na frequéncia de animais P0O-2 apds exposi¢do intrauterina a0 mesmo
farmaco (Picard et al., 2008). No entanto, os efeitos mais relevantes nas respostas basais
foram observados em machos P12-13 e P21-22. Estes apresentam uma redugao da sua
ventilagdo, por uma reducdo do volume corrente, o que promoveu uma hipoventilacao,
dada pela atenuagdo na relagdo entre V;/VO,. A reducio do volume corrente desses
animais sugere a participagao do sistema GABA¢rgico no controle do padrdo respiratorio,
uma vez que ja foi mostrado que o Diazepam promove uma redugao da atividade do nervo
hipoglosso de coelhos, condicdo que leva a uma redugdo do tonus muscular das vias
aéreas. Adicionalmente, a depressdo respiratoria promovida pelos benzodiazepinicos ja
foi caracterizada por estar relacionada com uma reducao do volume corrente (Boon et al.,

2020; Takataro et al., 2003).

Os dados colhidos para este sexo, nesta idade, indicam que eles ventilam abaixo
de suas demandas metabolicas, resultando em uma perda no suprimento de oxigénio para
0 organismo, uma situac¢ao clinica que pode estar relacionados com a Sindrome da Morte
Subita Infantil (Pasquale-Styles; Tackitt; Schmidt, 2007). Alteragdes respiratérias
também foram encontradas em recém-nascidos de maes que foram prescritas com

benzodiazepinicos, os quais precisaram de suporte ventilatorio para suprir suas demandas
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metabolicas (Yonkers et al., 2017). Além disso, o uso de benzodiazepinicos por gestantes
também levou a um aumento na admissao de seus recém-nascidos em unidade de terapia

intensiva neonatal (Freeman et al., 2018).

De modo interessante e convergente, os ratos P12-13 apresentaram um menor
numero de neurdnios serotoninérgicos na rafe bulbar, em especial na rafe obscurus e
magnus. De fato, sabe-se que a serotonina ¢ um importante neurotransmissor que
participa do controle da ventilacdo, uma vez que os neurdnios serotoninérgicos se
projetam para varias areas do tronco encefalico envolvidas com a geragao do ritmo e do
padrao respiratério. Animais mutantes que nao produzem estes neurdnios apresentam
falhas respiratorias que comprometem a sobrevivéncia desses individuos. Também ja foi
reportado que recém-nascidos do sexo masculino que foram acometidos pela Sindrome
da Morte Subita Infantil possuem uma menor densidade de receptores serotoninérgicos,
assim ha uma diminui¢ao da ligacao do receptor GABA A nos neurénios serotoninérgicos.
Além disso, essa sindrome afeta desproporcionalmente mais bebés do sexo masculino do
que feminino, em uma taxa de 60:40, e ocorre entre o segundo e quarto més de vida pos-
natal, idade equivalente a janela de desenvolvimento P12-13 de ratos, proposta como um
periodo critico para o desenvolvimento do sistema respiratério € a mesma na qual as
alteragdes foram observadas (Cummings et al., 2009, 2011; Duncan et al., 2010; Duncan;
Byard, 2018; Goldberg et al., 1986; Hodges et al., 2009; Kinney et al., 2007; Kinney;
Thach, 2009; Ptak et al., 2009; Wong-Riley; Liu; Gao, 2013).

Adicionalmente, os ratos em idade P12-13 submetidos ao tratamento com
benzodiazepinicos apresentam menor quantidade de neurdnios catecolaminérgicos em
diferentes areas do tronco encefalicos. Esses neurdnios também participam do controle
da ventilagdo, pois animais mutantes para a produgao de noradrenalinas em determinados
nucleos catecolaminérgicos também possuem irregularidades respiratorias e
sobrevivéncia comprometida, sugerindo que esses neurdnios sao fundamentais para o
desenvolvimento correto da rede respiratéria (Hilaire, 2006; Viemari et al., 2004; Zanella

et al., 2006).

Em relacdo as respostas ventilatdrias e metabodlicas durante a hipercapnia,
observamos que as fémeas, em idade P0O-1 e P12-13, tratadas com o Diazepam,
apresentaram uma reducao da sua ventila¢ao, por uma reducao do volume corrente. Ainda
na idade P12-13, essas fémeas também apresentaram uma hipoventilagdo, indicada pela

queda na relagdo entre Vg /V 0,, sugerindo alteracdo na quimiossensibilidade central ao
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CO», dado que elas ndo possuem alteragdo do equivalente respiratorio a hipdxia. Dados
em camundongos, primatas humanos e nao humanos, também mostram que a
administracdo de Diazepam promove redugdo da resposta ventilatoria a hipercapnia,
principalmente por alteragao de volume corrente (Borkowski et al., 2011; Rudolf et al.,

1978; Wettstein; Teeple; Morse, 1990).

Além disso, atribuimos que a diminuigdo na resposta ao CO» esteja associada ao
papel do sistema GABA¢érgico em regides que participam da resposta ao CO», tal como o
Locus coeruleus (LC). Essa regido, além de possuir neurdnios GABA¢érgicos, adjacentes
aos neurdnios noradrenérgicos, também recebem projegdes inibitorias de diferentes areas
encefalicas rostrais. Trabalhos anteriores demonstraram que a sinalizagdo GABA¢érgica
no LC promove uma diminuicao da taxa de disparo dos seus neuronios noradrenérgicos,
produzindo potenciais poOs-sindpticos inibitérios. Estes estudos anatomicos e
eletrofisiologicos sugerem que a atividade dos neuronios noradrenérgicos do LC ¢
modulada pelo GABA liberado nessa regido, o que pode impactar diretamente sobre a
ventilagdo dos animais (Aston-Jones; Zhu; Card, 2004; Breton-Provencher; Sur, 2019;

De Carvalho et al., 2010; Dimitrov; Yanagawa; Usdin, 2013).

Corroborando com os dados de ventilagdo, essas fémeas ainda apresentam uma
redu¢do na densidade do nimero de neurOnios catecolaminérgicos nessa regido.
Trabalhos anteriores também j& demostraram que a exposi¢do intrauterina ao Diazepam
promove uma redugdo no nimero de neurdnios do LC de fémeas, assim como diminui o
volume celular dos mesmos (Rodriguez-Zafra et al., 1993). Os autores deste trabalho
sugerem que o Diazepam contribuiu para a perda neuronal dessa estrutura sexualmente
dimorfica. Ainda o trabalho de Grant et al. (1980), demonstrou que a administragdo de
Diazepam diminuiu a atividade espontanea de neurdnios noradrenérgicos do LC. Assim,
a redu¢do do numero de neurdnios noradrenérgicos nessa regido pode estar envolvida
com as alteragdes da resposta ventilatoria observadas para as fémeas tratadas, uma vez
que o LC participa do drive respiratorio ao CO» (Biancardi et al., 2008). Ainda,
acreditamos que a atenuacao da resposta ao CO» para as fémeas, mas ndo para os machos,

deve-se ao dimorfismo sexual dessa regido (Bangasser; Wiersielis; Khantsis, 2016).

Embora atengdo especial seja dada para as alteragdes ocorridas junto ao LC,
ressaltamos que essas mesmas fémeas P12-13 expostas ao Diazepam, apresentaram uma
redug¢do do nimero de neurdnios catecolaminérgicos nas regides A1/C1, A2/C2 e C3.
Trabalhos prévios ja demostraram que o sistema catecolaminérgico ¢ importante para a

53



hiperventilagdo a hipercapnia, uma vez que a lesdo de tais neurénios promove queda na
ventilagdo ao CO> (Li; Nattie, 2006), bem como alteragdes deste sistema podem
prejudicar as respostas ventilatorias a hipercapnia ao longo do desenvolvimento (Patrone
et al., 2018). Portanto, esses efeitos sugerem que o excesso de GABA durante a gravidez,
proporcionado através do uso de DZP, promoveu mudangas sexo-especificas no controle
respiratorio, em areas que desempenham um papel no drive respiratorio para o COa,

tornando essas fémeas menos sensiveis a hipercapnia.

Os machos tratados com Diazepam, por sua vez, apresentaram apenas atenuagao
do aumento da sua frequéncia respiratoria nas idades PO-1 e P12-13, sem alteracao de
ventilagdo. Sobre isso, sabe-se que os neurdnios do nucleo retrotrapezoide (RTN),
participam na quimiossensibilidade ao pH/CO,, e comunicam-se com o pré-BotC,
aumentando a frequéncia respiratoria em situagdes de alta demanda metabolica. Os inputs
GABAérgicos no RTN inibem essa regido, uma vez que ja foi demonstrado que
administracdo aguda de muscimol no RTN inibe seus neuronios, promovendo uma
atenuacao da frequéncia respiratoria em ratos adultos durante situacdes de hipercapnia.
Dessa forma, sugerimos que a sinalizagdo GABAérgica, através do tratamento
intrauterino com o Diazepam, pode promover alteragdes na atividade do RTN, que por
sua vez diminui as informacgdes para o pré-BotC, diminuindo a frequéncia respiratoria

(Li; Zhou; Nattie, 2006; Takakura et al., 2013).

Em relagdo as respostas ventilatorias € metabolicas a hipoxia, apenas os machos
tratados com Diazepam, na idade P12-13, apresentaram uma atenuac¢ao do aumento da
sua ventilagao, mas sem alteragcdes de volume corrente ou de frequéncia respiratoria. Em
relagdo a esse achado, estudos anteriores demonstraram que o corpo carotideo, proposto
como o principal quimiorreceptor periférico para o Oa, possui receptores GABAérgicos.
Portanto, essa redugao da resposta ventilatoria a hipoxia pode estar relacionada a atuagao
do DZP sobre o corpo carotideo, uma vez que ja foi demonstrado que benzodiazepinicos
reduzem a taxa de disparo do nervo do seio carotideo em condi¢des de baixos niveis de

O (Igarashi; Zadzilka; Shirahata, 2009; Kim et al., 2006; Oomori et al., 1994).

Assim, a presente pesquisa mostrou que o tratamento pré-natal com DZP tem
importantes impactos sexo-dependentes no controle respiratdério € no sistema
monoaminérgico de ratos. As intervengdes medicamentosas, que ocorrem ainda durante
a vida uterina, sao fundamentais para se pensar sobre o uso de medicamentos na area
obstétrica, e como as mudancas em um periodo tao delicado e sensivel para mulheres e
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bebés podem afetar ambos. Chamamos a atengdo para este fato porque a ocorréncia
Sindrome da Morte Subita Infantil est4 relacionada a trés fatores principais como ter um
bebé vulneravel, exposto a um estressor exdégeno (como DZP ou desafios de CO; e O»,
ou todos em combinagdo) e um periodo critico para desenvolvimento (Filiano; Kinney,

1994).
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5. CONCLUSAO

Os dados aqui reportados sugerem a ocorréncia de efeitos obstétricos deletérios
apo6s a administracdo de DZP, assim como alteragdes sobre controle respiratorio e sobre
o sistema catecolaminérgico e serotoninérgico de neonatos durante o desenvolvimento.
Alteragdes da ventilagdo de machos nas condi¢des de repouso, sugerem o papel do
sistema GABA¢rgico no padrao respiratdrio e no controle das vias aéreas superiores. A
diminui¢do da ventilacdo em fémeas aponta para o papel da funcao inibitoria em areas
bulbares e pontinas envolvidas na quimiossensibilidade, ¢ em um alteracdo sexo-
especifica desse mecanismo. Redug¢des nos neurdnios catecolaminérgicos e
serotoninérgicos podem estar relacionadas as alteragdes nas respostas ventilatorias
observadas aqui. Ainda, esses dados sugerem a participagcdo do sistema GABAérgico nas
areas respiratorias. Por fim, esses resultados, em conjunto, contribuem para o
entendimento sobre como intervengdes medicamentosas, ainda no periodo gestacional,
podem modular o controle respiratério na vida pos-natal, assim como promover efeitos a
longo prazo sobre o desenvolvimento do Sistema Nervoso Central e Respiratorio, e como
tais complicacdes podem levar a ocorréncia de eventos catastroficos para o recém-

nascido, como a Sindrome da Morte Subita Infantil.
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ABSTRACT
Anxiety disorders occur in general population, with the highest prevalence rates for
women. Pregnancy, as one of the important periods in a woman's life, is affected by these
disorders, with panic disorder and generalized anxiety as the most commons.
Benzodiazepines, especially Diazepam (DZP), have been used for maternal therapy, and
cross the placental barrier and can interact with the fetus' GABAergic system, promoting
postnatal changes in the respiratory control system. Here, we evaluated ventilation (Vz),
oxygen consumption (VO2) and air convection requirement (Vz/VOy) in resting conditions
and under exposure to hypercapnia (7% CO-) and hypoxia (10% O>) of newborn (P0-1
and P12-13) and young (P21-22) rats from mothers submitted to DZP (1 mg/Kg/day)
during pregnancy. We also analyzed the number of 5-HT and tyrosine hydroxylase (TH)
Immunoreactive neurons in the brainstem of P12-13 animals. Deleterious effects were
observed in the mothers exposed to DZP, such as delayed delivery, delivery of a dead
pup, dead pups inside the abdominal cavity. Diazepam exposure has minimal effects on
room air breathing variables in females but caused a remarkable hypoventilation (drop in
Vg/VO2) in P12-13 males, that lasted until P21-22. Hypercapnic ventilatory response was
attenuated in DZP P0-1 and P12-13 treated females mainly by a decrease in tidal volume,
whereas males had reduction in respiratory frequency at P12-13. There were minimal
effects of DZP exposure on hypoxic ventilatory response, observed as an attenuation in
Vg in P12-13 males. No difference in ventilatory and metabolic responses to hypoxia and
hypercapnia were observed in juvenile rats in both sexes; however, both males and
females presented a higher body mass. At P12-13, both DZP-treated females and males
presented lower number of catecholaminergic neurons, particularly in A6 nuclei, as well

males had fewer neurons in raphe obscurus and magnus. Our results suggest that prenatal



DZP exposure may have harmful effects on birth outcomes, impacts breathing control

throughout development, and increases body mass at juvenile age.



INTRODUCTION

Women are more susceptible to the development of anxiety disorders than men, and
it becomes more prevalent during the pregnancy period, as they go under a
psychophysiological transition (Freeman et al., 2018; Ghaffar et al., 2017). Literature data
reports that generalized anxiety disorder is the most prevalent disorder, followed by panic
attacks, with phobias less prevalent in pregnant women (Goodman; Chenausky; Freeman,

2014; Viswasam; Eslick; Starcevic, 2019; Yonkers et al., 2017).

Anxiety disorders treatment may vary according to the disorder that affects the
patient, and they are mainly based on pharmacological treatment (El-Guebaly; Sareen;
Stein, 2010; Roy-Byrne, 2015), cognitive behavioral therapy (Olatunji; Cisler; Deacon,
2010), or both in combination. Benzodiazepines are one of the class of drugs used because
of their consistent efficacy and rapid mechanism of action in alleviating anxiety
symptoms compared to other medications (Bandelow; Michaelis; Wedekind, 2017;
Bateson, 2004; Shyken et al., 2019; Starcevic, 2014), although selective serotonin
reuptake inhibitors are also prescribed to treat anxiety disorders, or sometimes both in

association (Birkett et al., 2011).

As a benzodiazepine, Diazepam (DZP) acts as an allosteric modulator, increasing
the GABA (gamma-aminobutyric acid) binding on GABAA receptors which increases the
frequency of chloride channel opening causing cell hyperpolarization (Calcaterra;
Barrow, 2014). DZP easily crosses the placenta (Freeman et al., 2018; Sheehy; Zhao;
Bérard, 2019) and reaches the fetus, where it substantially accumulates in the brain
(Picard et al., 2008). The potential risk of benzodiazepines prescription to the fetus are
related to malformations, cognitive and behavioral impairments and higher rates of
admissions in neonatal intensive care unit, although the data are not conclusive (Freeman

et al., 2018; Igbal; Sobhan; Ryals, 2002; Ogawa; Takeshima; Furukawa, 2018; Radojci¢
4



et al., 2017; Sheehy; Zhao; Bérard, 2019; Sundbakk et al., 2019; Yonkers et al., 2017).
Gestation is an important period for the development of the respiratory control system
(Greer; Funk; Ballanyi, 2006; Hilaire; Duron, 1999) and interventions, such as the use of

DZP for treatment of anxiety disorders, at this stage, may compromise this system.

GABA plays an crucial trophic role in brain development, stimulating the migration
of neuronal cell isolated from embryonic rat spinal cords (Behar et al., 1994), and it goes
through changes in its activity since GABA action at GABAA receptors in fetal brains
results in depolarization, whereas hyperpolarization is characteristic of GABA action in
mature brains (Ghali; Beshay, 2019; Rivera; Voipio; Kaila, 2005). This is associated with
a gradual replacement between co-transporter channels for sodium, chloride, and
potassium, such as NKCC1 (early development) to KCC2 (later in the development), in
around the 10" and 14™ days of postnatal life (Herlenius; Lagercrantz, 2004; Liu; Wong-
Riley, 2005, 2006; Moon; Horne; Hauck, 2007; Rivera et al., 1999; Rivera; Voipio; Kaila,

2005; Wong-Riley; Liu, 2008; Wong-Riley; Liu; Gao, 2013).

It has been recognized that inhibitory neurotransmission plays an important role in
shaping motor output, modulating respiration in vivo and in vitro (Feldman; Kam, 2015;
Kuwana et al., 2003). Furthermore, GABAergic signaling is also important for CO, and
O2 ventilatory responses, as it acts on and modulates the peripheral (carotid body) and
central (retrotrapezoid nucleus, raphe, and Locus Coeruleus — LC) chemoreceptors,
decreasing the ventilatory responses this gaseous challenges (De Carvalho et al., 2010;
De Carvalho et al., 2014; Guyenet, 2014; Iceman et al., 2014; Mosher; Taylor; Harris,
2014; Takakura et al., 2013). GABAergic system also modulates the catecholaminergic
and serotoninergic systems regulating the release of noradrenaline and serotonin from
these brainstem nuclei and reduces their neuronal firing rates (Becquet et al., 1993;
Bowery; Hudson; Price, 1987; Brambilla et al., 2003; Breton-Provencher; Sur, 2019;
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Fuxe et al., 1975; Judge; Young; Gartside, 2006; Levine; Jacobs, 1992; Pan; Williams,
1989; Tanaka et al., 2002; Tao; Ma; Auerbach, 1996). Therefore, any disturbances in the
GABA system during early development could lead to changes in cell excitability as well

as in the respiratory network control.

Indeed, Picard et al. (2008) demonstrated that prenatal exposure to DZP
(2mg/Kg/day) decreased the breathing frequency and increased the tidal volume in
normoxic, and decreased the hypoxic ventilation in in PO-2 rats in vivo. Moreover, the
authors demonstrated changes in the expression of genes that code for the GABAA
receptor a1 and a2 subunits, which could impact maturation of respiratory related regions
(Liu; Wong-Riley, 2006). They concluded that prenatal exposure to DZP influences the
development of neural networks. However, the authors did not verify whether the effects
observed persisted during the development and if the chemosensitivity to CO2 and O is
altered. Further, they only used males and it has long been recognized that sex can affect
breathing control and the susceptibility for some respiratory diseases. There is evidence
of sex-related bias in many aspects, such as brain organization and neurotransmission in
humans and animals (Gargaglioni; Marques; Patrone, 2019). Moreover, early DZP
exposure affects sexual differentiation of the brain (Kellogg, 1999; Segovia et al., 1991).
Therefore, our aim was to evaluate possible sex-specific changes in respiratory control
after birth caused by intrauterine exposure to Diazepam, assessing the ventilatory and
metabolic responses of neonate and juvenile female and male rats during resting,
hypercapnia and hypoxia exposure conditions, as well as evaluate changes in neuronal

populations from respiratory related regions.

Our results shows that rats undergoing DZP treatment had harmful obstetrical
effects on labor, as well it promotes sex-specific differences on breathing control, marked
by an attenuation of hypercapnic ventilatory responses in females in early stages and
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hypoventilation at air breathing conditions in males at early and juvenile ages. Data on
breathing control is suggested to be correlated to the reductions on catecholaminergic and
serotoninergic neurons of females and males, respectively. Results reported here broaden
our knowledge to better understand the occurrence events like the Sudden Infant Death

Syndrome (SIDS).
MATERIALS AND METHODS
Animals

Pregnant Wistar female rats (250g — 280g), experiencing their first pregnancy, and
their litters were used, from postnatal day (P) 0 to 1 (P0-1), 12 to 13 (P12-13) and 21 to
22 (P21-22). All pups were born in the vivarium at the Faculty of Agricultural and
Veterinary Sciences (FCAV-UNESP, Jaboticabal campus) and were housed in a
temperature controlled chamber (ALE 9902001; Alesco Ltda, Monte Mor, SP, Brazil)
maintained at 24 + 1°C and subjected to a 12 / 12h light / dark cycle (lights on 6:30 am
and off 6:30 pm). The rats had free access to water and food and the experiments were
performed between 8:00 am and 6:00 pm during the light phase. The sex determination
of each neonate was performed on the day of birth and confirmed on the day of each
experiment. The study was conducted in compliance with the guidelines of the National
Council of Control in Animal Experimentation (CONCEA-MCT-Brazil) with the
approval of the Faculty of Agricultural and Veterinary Sciences Animal Care and Use

Committee (CEUA-FCAV-UNESP-Jaboticabal campus; Protocol: 2164/17).

Drugs and surgical procedure

Pregnant rats and their pups were randomly divided into two groups: (i) those
receiving vehicle (40% propylene glycol, 1.5% benzyl alcohol, 10% ethyl alcohol, 5%

sodium benzoate, 5% benzoic acid and water for injection, CTRL group); (ii) and those



receiving DZP at a concentration of 1 mg/Kg/day (DZP group). This dose was chosen by
its clinical relevance and the possible effects on breathing and neuronal development,
while higher doses were avoided as they could cause considerable deleterious effects on
pregnancy or birth defects, greater than those already observed in the present study,
impairing the results outcome (Picard et al., 2008; Saito; Brandao, 2015).

Diazepam or its vehicle were administrated to pregnant rats from embryonic day 0
(EQ) to the end of gestation (E21), using an osmotic pump (Alzet Osmotic Pumps,
Cupertino, CA, USA model 2ML4) that delivered the drug at a rate of 2.5 pL/hr. The
osmotic pump was filled with the vehicle or DZP at least 6 hours before being implanted
in the animal and was kept in a saline solution (0.9%), heated to 37 °C, to start its
operation. The osmotic pump was implanted on the dorsum of pregnant rats after finding
sperm via vaginal swab at the EO. To perform the osmotic pump implantation, the animals
were kept under isoflurane anesthesia (3% for induction and 1.5% for maintenance, with
oxygen) throughout the whole surgery. A trichotomy was performed on the back of the
animal and a small incision (1.5 cm length) was made to place the pump subcutaneously.
Alcohol (70%) and chlorhexidine were used for asepsis of the region. At the end, a sterile
suture needle was used to close the cut. This procedure has a maximum duration of 10

minutes. The osmotic pump was removed at E21, 4 hours after litter delivery.

Chewing and righting reflexes

Chewing and righting reflexes were tested in neonates (PO) 4 hours after birth, to
evaluate perinatal motor control. The number of jaw openings was counted by introducing
a polyethylene tube (PE-50) into the newborn's mouth during 30s (Chatonnet et al., 2007;
Jacquin et al., 1996) to assess the chewing reflex. Regarding the righting reflex, the pup

was placed on its back and allowed to assume the normal upright position with all four



feet on the table (Lubics et al., 2005). To obtain comparable data, the reflexes analysis

was performed by the same person throughout the study.
Measurements of ventilation

Ventilation (V) of animals at ages PO-1 and P12-13 was determined using the
pressure plethysmography method (“head-out” plethysmography) (Mortola; Frappell,
2013). PO-1 animals were placed in a 50 mL chamber, built from a syringe, and P12-13
animals were placed in an 80 mL chamber, built from a graduated cylinder. The head of
the animals was placed in a second chamber of 15 ml and 30 ml, respectively. The two
chambers were separated and sealed by a plastic film, which wraps around the neck region
of the animal. The inlet and outlet flows were kept constant during the experiment (100
mL.min* for PO-1 and 150 mL.mint for P12-13) controlled by the gas analyzer pump
(ADInstruments®, Sydney, Australia). The pressure signal generated by the movements
of the rib cage inside the chamber with the animal's body was considered directly
proportional to the tidal volume (V). Pressure oscillations caused by respiration was
monitored by a pressure differential transducer (TSD 160A, Biopac Systems, Santa
Barbara, CA - USA), the generated signal was sent to an amplifier (DA 100C, Biopac
Systems) through a converter analog-digital data, and digitized on a computer equipped
with data acquisition software (AgqcKnowledge MP 100, Biopac Sytems, Inc., Santa
Barbara, CA - USA). To convert the signal in volts to mL, air volumes of 0.2 mL for PO-
1 and 0.4 mL for P12-13 were injected. The temperature inside the animal’s chamber was
controlled using an incubator (Premium Ecologica - IP 70A) determined to perform the
experiments at 34 ° C for PO-1 and 30 ° C for P12-13 (Julien; Bairam; Joseph, 2008;
Patrone et al., 2018). V; was calculated by the product of respiratory rate (fr) by Vr and

corrected by body mass in kilograms (Kg) of animals. This configuration allows us



measuring the ventilation in small vertebrates continuously without interrupting the air
flow through the chamber.

Ventilation in juvenile animals (P21-22) was measured by whole-body
plethysmography in a closed system (Drorbaugh; Fenn, 1955; Patrone et al., 2018). The
animal was placed in a 1L Plexiglas experimental chamber and during each Vg
measurement, airflow was interrupted, and the animal's chamber was completely sealed
for approximately 2 minutes. Outflow was maintained at 0.7 L.min measured by a
flowmeter coupled to a suction pump (Mass Flow System - MFS, Sable Systems
International, Inc., Las Vegas, USA). Chamber air temperature oscillations caused by
respiration were measured as pressure oscillations because the inspired air volume is
heated from the chamber temperature to body temperature and saturated with water vapor,
while the exhaled tidal air volume is again cooled to chamber temperature. These pressure
oscillations were collected by a pressure differential transducer (TSD 160A, Biopac
Systems, Santa Barbara, CA - USA), connected to the animal chamber, amplified (DA
100C, Biopac Systems), passing through a converter analog-digital data, digitized on a
computer equipped with a data acquisition and analysis program (AcgKnowledge MP
100, BioPac Systems, Inc., Santa Barbara, CA, USA). Two respiratory variables were
measured: respiratory rate (fr) and tidal volume (V7), the latter being calculated using the
Drorbaugh and Fenn (61) equation:

- V1=VkX(P1/Pk) X Tc X (Pe-Pc)/ Tc X (Ps - Pc)—Ta X (Ps —Pr)

Where:

- V7. tidal volume.
- Vk: Volume of air injected into the animal chamber for calibration.
- Pt: Pressure deflection associated with each volume of air flowing.

- Pk: Pressure deflection associated with the injected volume for calibration.

10



- Tc: Body temperature (in Kelvin).

- Ta: Air temperature inside the animal chamber.
- Pr: Water vapor pressure at Tc.

- Pg: Barometric pressure.

- Pc: Vapor pressure of water vapor in the animal chamber

V; was calculated by the product of respiratory frequency by tidal volume, corrected

by animal’s body mass in Kg. VEand Vr were presented at Tc, ambient barometric
pressure, presuming air was fully saturated with water vapor (BTPS). Pk was obtained
injecting a known volume of 1 mL using a syringe connected to the chamber. The Pc and
Pr were calculated indirectly using an appropriate table (DEJOURS, 1981). The rectal
temperature was measured as a body temperature inferences for P21-22 animals using a

small straight ended temperature sensor (Thermistor Pod, ADI®).
Measurements of O2 consumption

The indirect calorimetry method (oxygen consumption, V0,) by the Pull mode
configuration was used to ascertain the metabolism through the open respirometry system
(Cummings et al., 2011; Mortola, 1984; Patrone et al., 2018). An oxygen analyzer pump
(ADInstruments®) was connected to the head chamber to control the outflow of the
chamber (100 mL.min* for PO-1; 150 mL.min! for P12-13). For young animals (P21-22,
700 mL.minY) an MFS (Mass Flow System, Sable Systems International, USA) was
coupled to the plethysmography chamber. The exhaled gas was dried through a short
desiccant column (W.A. Hammond Drierite Co. Ltd, Xenia, OH, USA) before passing
through the analyzer. Air was continuously sampled by the O, analyzer allowing the
determination of the V0, by the Power-Lab System data acquisition program

(ADInstruments® / Chart Software, version 7.3, Sydney, Australia).
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The oxygen consumption was calculated using the following formula (DEPOCAS,;
HART, 1957):

V0, = [FI*(FiO2 — FeO2)J/[(1 — FiO2)*(1 — RQ)]

where: Fl is the input flow rate; FiO: is the inspired O fraction; FeO: is the
fraction of expired O. The respiratory quotient (RQ) is the ratio of carbon dioxide
released to oxygen consumed (V'C0,/V 0,).The V0O, was normalized by body mass in Kg
and the values were presented in mL of oxygen (min"{/Kg?) in standard conditions of
temperature, pressure, and dry air (STPD). V0, was measured, and the ratio of carbon
dioxide released to the oxygen consumed (VC0,/V 0,), called the RQ, was assumed as

0.85, as with previous studies in literature (Raurich; Ibafiez; Marse, 1989).
Determination and analysis of apnea events

Duration and number of apnea events were evaluated at PO-1, during normocapnic
normoxic, hypercapnic and hypoxic conditions. An apnea event was defined as a pause
in breathing for a time equivalent to two breaths, calculated for each animal, according to

its own average respiratory rate during the gas challenges.

Immunofluorescence staining for  tyrosine-hydroxylase (TH) and 5-

hydroxytryptamine (5-HT)

P12-13 rats were deeply anaesthetized with ketamine (100 mg.Kg™ of ketamine,
i.p.; Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Sdo Paulo, Brazil) and perfused
intracardially using a perfusion pump (Masterflex; Cole-Parmer Instrument Company,
Vernon Hills, IL, USA) with phosphate buffer-saline solution (PBS) (0.01 M, pH 7.4),
followed by 4% paraformaldehyde (PFA) diluted in 0.2 M phosphate buffer (PB), at the

end of each ventilatory and metabolic measurements. The brain was removed from the
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skullcap, post fixed with 4% PFA in 0.2 M PB, pH 7.4, at 4°C for 12 h, and then immersed

in 30% sucrose solution for at least 48h at 4°C.

Serial sections measuring 35 um were made using a cryostat microtome (CM1860
— Ag Protect; Leica, Wetzlar, Germany). The brain was immersed in 2-methylbutane
(Sigma, St Louis, MO, USA), frozen (60s) and fixed in Tissue Tek OCT (Sakura Finetek,
Torrance, CA, USA). The whole medulla and pons were sliced in triplicate, so that one
of the triplicates was used to count the number neurons. The sections were kept in an

antifreeze solution until the day they were used.

Immunofluorescence for tyrosine-hydroxylase (TH), and for 5-hydroxytryptamine
(5-HT) were performed to locate and quantify the number of catecholaminergic (CA) and

serotoninergic (5-HT) neurons, respectively.

For this purpose, the sections were washed with PBS and then incubated during 30
min in a target retrieval solution (Dako, Glostrup, Denmark) at 70°C (in a water bath
inside microtubes) for an antigenic recovery process. Next, the sections were washed in
PBS again and then incubated in a solution of hydrogen peroxidase (H20) at 1.5% for at
least 30 seconds. Subsequently, sections were incubated for 30 minutes in 1% bovine
serum albumin, PBS, and 0.4% of triton, for preventing non-specific binding. These two
last processes were repeated twice for the nonspecific blocking of antigens and were kept

the same for the TH and 5-HT immunofluorescence.

For the TH immunofluorescence, the sections were incubated overnight in with a
mouse monoclonal anti-TH antibody (dilution 1:500; Sigma Aldrich), followed by 3h of
incubation with affinity-purified fluorescent dye-conjugated secondary antibody, goat
anti-mouse IgG (Alexa Fluor 488; dilution 1:500, Jackson Immuno Research), at room

temperature. For the 5-HT immunofluorescence, the sections were incubated overnight
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with a rabbit monoclonal anti-5-HT antibody (dilution 1:500; Sigma Aldrich), followed
by 3h of incubation with affinity-purified fluorescent dye-conjugated secondary antibody,
goat anti-rabbit 1gG (Alexa Fluor 594; dilution 1:500, Jackson Immuno Research), at
room temperature. The sections were then washed with PBS and placed on a gelatin-
coated microscope slides, following a caudal-rostral orientation, dried and sealed with an
antifade solution (VECTASHIELD HardSet, antifade mounting medium, Vector

Laboratories, USA).
Experimental protocols

Effect of prenatal exposure to Diazepam on ventilation and metabolism during

normoxic normocapnia in neonatal (P0O-1 and P12-13) and juvenile (P21-22) rats.

The animals were placed in a plethysmography chamber, initially ventilated with
atmospheric air (21% O3) for an acclimation period of at least 30 minutes and after that,
ventilation and metabolism measurements were performed during 20 minutes for all ages.
V; and VO, were measured continuously for PO-1 and P12-13 and after closing the air

flow for 2 minutes for P21-22.

Effect of prenatal exposure to Diazepam on ventilation during hypercapnia and

hypoxia in neonatal (PO-1 and P12-13) and juvenile (P21-22) rats.

After basal ventilation measurements, the animals were exposed to hypercapnia for
20 minutes, where the chamber was ventilated with a gas mixture containing 7% CO.,
21% O3 and balanced with N2 (White Martins Gases Industriais Ltda., Osasco, SP). Next,
the chamber was ventilated with atmospheric air again to recover the baseline ventilation
values for 40 min and, subsequently, the animals were subjected to hypoxia for 20 min,
where the chamber was ventilated with a gas mixture containing 10% O and balanced

with Nz (White Martins Gases Industriais Ltda., Osasco, SP). The order of gas exposure
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was randomly chosen. Ventilation and metabolism measurements were performed

continuously for PO-1 and P12-13 and every 5 minutes for P21.

Effect of Diazepam exposure during the prenatal period on the expression of

tyrosine hydroxylase in catecholaminergic regions and serotonin medullary raphe

After measuring the ventilatory and metabolic responses, animals at P12-13 were
perfused and the brains were removed to locate and quantify the number of
catecholaminergic (CA) neurons using immunofluorescence staining for TH, as well to
locate and quantify the number of 5-HT neurons using immunofluorescence staining for

5-HT.

CA neurons were evaluated in the following regions: A1/C1, A2/C2, C3, A5 and
A6. 5-HT neurons were evaluated in the raphe obscurus (ROB), raphe pallidus (RPA),

raphe magnus (RMAG).
Data analyses

The statistical difference of the number of pups, chewing and righting reflexes were
assessed using T-test. The coefficient of variation (CV), and the Confidence Interval (CI)
of 95% was calculated for chewing and righting reflexes. We calculated the Odds Ratio
(OR) and the CI at 95% to estimate the association between exposure to DZP and the
occurrence of delay on the day of birth. The statistical difference of body mass was
calculated using Two-Way ANOVA method, comparing “treatment” versus “age” as

compared factors, with Tukey post-test for multiple comparison.

Ventilatory and metabolic results were analyzed using LabChart data analysis
software (PowerLab System, ADInstruments® / LabChart Software, version 7.3, Sydney,
Australia). The values of the respiratory variables analyzed (Vr, fr, Vg, VO,, Vg/VO,)

are presented as mean and the standard error of the mean (x SEM). One-Way ANOVA
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test was used to assess the statistical differences between the treatments (CTRL and DZP)
during normoxic normocapnia. Data are reported as absolute values. The ventilatory and
metabolic responses to hypercapnia and hypoxia are presented as percentage (%) of
baseline after 10 minutes of exposure. Two-Way repeated measures ANOVA was used
to calculate the statistical differences in these conditions, using “treatment” (CTRL x
DZP) versus “time” (normoxia/normocapnia X hypercapnia or normoxia/normocapnia X
hypoxia) as the compared factors between the groups. In this case, Tukey post-test was
used for multiple comparisons. We have decided to present the ventilatory and metabolic
responses only within 10 minutes because we did not find a treatment effect at 5, 10 and
20 minutes of gas exposure. Additionally, the absolute values for hypercapnic and
hypoxic responses are presented in supplementary table 3 and 4, and One-Way ANOVA
test was used to assess the statistical differences between treatments. To calculate the
duration of apneas, we analyzed the duration of each apnea event and then we averaged
them all. To calculate the occurrence of apneas by time (apnea/time, in seconds), the total
number of apneas was divided by the total time the animal was exposed to that gaseous
condition. They were analyzed using LabChart data analysis software and the graphs
show the number of apneas, the duration, and the occurrence of apneas by time in seconds.
Two-Way repeated measurements ANOVA method was also used, with “treatment”
versus “gas” being the two compared factors between the groups, with Tukey post-test

for multiple comparisons.

Images of TH and 5-HT -immunoreactive cells were acquired using epifluorescence
microscopy (Axio Imager Z; Zeiss). The total number of CA neurons were quantified
unilaterally from A1/C1, A2/C2, C3 and, A5 regions. Data is presented as mean of
absolute values £ SEM. For the A6 region, CA cell density (number of cells per area in

mm?2) was calculated unilaterally, and the values are as reported as mean £ SEM. The
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number of 5-HT-positive neurons were quantified in the medullary raphe (raphe obscurus
- ROB; raphe pallidus — RPA; raphe magnus — RMAG). Data is also presented as the
mean of absolute values + SEM. Images were captured, and analysis were performed

using ImageJ (http://www.rsb.info.nih.gov/nih-image). One-Way ANOVA test was used

to compare the number of cells in each region between treatments (CTRL vs DZP). All
statistical analyses were calculated using Sigma Stat program (Systat Software, Point

Richmond, CA, USA) and P values <0.05 were considered significant.

RESULTS
Birth outcomes

We used 10 pregnant female rats for each treatment (CTRL and DZP). Table 1
reports the data for the length of each gestation, along with the total litter number as well
as divided by sex. It also shows the qualitative observations for each pregnant. The
expected gestation length in Wistar rats is 21 embryonic (E) days. We observed that 20%
of CTRL-treated females had a delayed birth by one day (E22) (3-C and 6-C, Table 1,
bold), whereas 50% of DZP-treated females delivered the pups at E22 (1-D, 3-D, 6-D, 8-
D, 9-D, Table 1, bold). The OR for the late delay of DZP-treated female rats was equal
to 4 (95% CI: 0.6 — 29.1), suggesting a higher chance of having a delay on delivering,
although there was no statistical difference due to its 95% CI that crosses bellow 1. One
of the DZP-treated females gave birth to only 1 living pup and 6 stillbirths were not
expelled but apparently completely developed, given the presence of head, tail and the
four limbs. Moreover, one of the DZP-treated females gave birth to one stillbirth among
5 pups. These deleterious effects were not observed for the CTRL group. DZP treatment

did not affect the number of male (4.4 + 0.8 for DZP and 4.8 + 0.7 for CTRL) and females
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pups (5.4 £ 0.7 for DZP and 5.7 + 0.6 for CTRL) as well as did not affect the total number

of pups per litter (9.3 £ 1.2 for DZP and 10.5 £ 0.9 for CTRL) (Table 1).

Motor behaviors

Diazepam treatment did not affect newborns' motor behaviors such as the chewing
reflex (Figure 1A) and righting reflexes (Figure 1B) at PO-1, although it may have
influenced their variability. The average number of chewing (in 30 s) was 13.3 £ 1.0 for
DZP males (n = 27); 11.7 £ 1.5 for CTRL males (n = 19); 13.03 + 0.9 for DZP females
(n = 29) and 13.7 + 1.6 for CTRL females (n = 23). The DZP group showed a lower
variability in the chewing reflex, since the CV was 39.1% (95% CI = 11.2 - 15.3) for DZP
males compared to 53.9% (95% CI = 8.7 - 14.8) for CTRL males. Regarding females, the
same pattern was observed, CV for DZP females was 36.8% (95% CI = 11.2 - 14.9),

whereas for CTRL group was 54.6% (95% CI = 10.5 - 17.0).

There is no significant difference between the groups regarding righting reflex, and
the average time, in seconds, for the animals to return from the supine to the prone
position was: 3.2 = 0.6 for DZP males (n = 35; CV: 110. 4%; 95% CI: 2.0 - 4.4), 2.2 +
0.4 for CTRL males (n = 18; CV: 78.8%; 95% CI: 1.4 - 3.1), 2.7 + 0.4 for DZP females
(n = 27; CV: 83.1%; 95% CI: 1.8 - 3.6) and 3.4 = 0.6 for CTRL females (n = 23; CV:

85.5%; 95% ClI: 2.2 - 4.7).
Body mass

Values of body masses in grams are shown in Table 2, for all ages and sex groups.
No differences in body mass were observed for females (CTRL: 6.8 £+ 0.2 g; DZP: 7.1 £
0.2 g) and males (CTRL: 7.1 £0.3g; DZP: 7.0 £ 0.2 g) at PO-1. Similarly, we did not find

differences at P12-13 for females (CTRL: 28.8 + 0.9 g; DZP: 30.1 = 1.4 g) and males
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(CTRL: 29.6 + 1.1 g; DZP: 29.6 + 1.9 g). However, at P21-22, DZP groups presented a
greater body mass compared to the CTRL groups for both sex (Females, CTRL: 54.4 +
2.19; DZP: 62.4+£2.6 g, P=0.001 and males, CTRL: 56.7 +2.0 g; DZP: 62.6 £5.29, P

= 0.049).

Ventilation and oxygen consumption at resting conditions

Absolut  values for ventilatory and metabolic variables during
normoxic/normocapnic conditions are described in Table 2 for both groups (CTRL and

DZP).

DZP female group at PO-1 showed a greater fr (P = 0.017) and VO, (P = 0.014)
compared to CTRL females. No significant difference was observed at P12-13 and P21-

22 between groups for any of the ventilatory and metabolic variables.

For males, the prenatal treatment with DZP did not promote significant differences
in Vg, V1, fr and VO, at PO-1. P12-13 and P21-22 DZP groups had the same response
compared to CTRL group, a lower V; (P = 0.004 for P12-13 and P = 0.017 for P21-22)
due to a smaller V1 (P = 0.001 for P12-13 and P = 0.024 for P21-22). As a result, DZP-
treated groups presented a lower V;/V 0, compared to CTRL animals (P = 0.006 for P12-

13 and P = 0.046 for P21-11).

Ventilatory and metabolic response during hypercapnia

Figures 2 shows the relative values (in percentage of baseline) for Vg, V1, fr,
V0,and V/V0, from CTRL and DZP groups during hypercapnia (7% CO,) for P0O-1,

P12-13 and P21-22, for female (2A — E) and male (2F —J) rats respectively. The absolute
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values for these same variables are presented in Table 3. Exposure to hypercapnia evoked
an increase in V; (P < 0.001) due to increases in V1 (P < 0.001) and fr (P < 0.05). CO;
exposure also promoted a reduction in V0, (P < 0.05) and an consequently an increase
in Vz/VO, (P < 0.001), in both sexes, in all groups and ages (Figure 2), except for P21-
22 female rats there was no reduction in V0, in both groups.

Females. At PO-1, DZP rats presented a lower hypercapnic ventilatory response
compared to CTRL females (P = 0.040, Figure 2A) due to a lower V1 (P = 0.005, Figure
2B), although no changes were observed in V0, and V/V 0, between groups (Figure 2D
and E). At P12-13, DZP rats also presented a decreased hypercapnic ventilatory response
compared to CTRL females (P = 0.008, Figure 2A), due to a lower V1 (P = 0.011, Figure
2B), and no changes in V0,, resulting in attenuation of V¢/V0, (P = 0.021, Figure 2E)
No changes in the ventilatory response to hypercapnia was observed at P21-22.

Males. PO-1 and P12-13 DZP rats showed an attenuation of the tachypneic response
induced by hypercapnia compared to CTRL males (P = 0.027 for P0O-1 and P = 0.016 for
P12-13, Figure 2H). The hypercapnia-induced hypometabolism at P12-13 was greater in
DZP males compared to CTRL males (P = 0.005, Figure 21), however, no difference was
observed in Vz/V0,. At P21-22, the ventilatory and metabolic responses to hypercapnia

were not affected by the prenatal DZP exposure (Figure 2 F —J).

Ventilatory and metabolic response during hypoxia

Figures 3 show the relative values (in percentage of baseline) for Vg, V1, fr, V0,and
Vz/VO, from CTRL and DZP groups during hypoxia (10% O) for P0-1, P12-13 and
P21-22, for female (3A — E) and male (3F — J) rats respectively. The absolute values for

these same variables are presented in Table 4. Exposure to hypoxia evoked an increase in
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Ve (P < 0.001) due to increases in V1 (P < 0.001) in all groups and ages, for both sexes.
At P12-13 and P21-22, hypoxia also increased the fr (P < 0.05) (Figure 3C and H).
Moreover, this challenge induced a decrease in V0, (P < 0.05) and an increase in Vz/V 0,
(P < 0.001) in all groups and ages, for both sexes (Figure 3D and I).

Females. At PO-1, DZP rats presented an attenuated V1 under hypoxic conditions
compared to CTRL female rats (P < 0.001, Figure 3B); however, no change in Vg, (Figure
3A), V0,and V;/V0O, (Figure 3D and E) were observed. At P12-13, the hypoxic
ventilatory and metabolic responses at P12-13 and P21-22 were similar between CTRL

and DZP groups (Figures 3D and E).

Males. DZP prenatal exposure did not affect hypoxic ventilatory and metabolic
responses of all ages and in both sexes, except for P12-13, where V; was attenuated in

the DZP group compared with CTRL group (P = 0.015) (Figure 3F).

Apnea duration and occurrence of apnea by time, during normocapnic normoxic,

hypercapnia and hypoxia, of CTRL and DZP groups at P0-1.

Table 5 shows the effect of exposure to DZP on apnea occurrence and apnea
duration at PO-1. Considering the effect of gas, regardless of treatment, females had
longer apneas in normoxic normocapnic (P < 0.001) in relation to hypercapnia and
hypoxia, with no difference between these last two challenges. Males presented longer
apnea events in normoxic normocapnic condition in relation to hypercapnia only (P =
0.007), with no differences between baseline and hypoxia, or between hypercapnia and
hypoxia. Females had a higher occurrence of apneas in normoxic normocapnic (P
<0.001), as well as in hypoxia (P = 0.026), in relation to hypercapnia, with no differences

between baseline and hypoxia. This pattern was not observed for males.
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Considering the effect of treatment, CTRL females had longer apneas compared to
DZP group (P = 0.036), during resting conditions, no significant difference between
groups was observed during gas challenges. When exposed to hypoxia, DZP females had
a lower occurrence of apneas compared to CTRL females (P = 0.030). No significant

differences were observed for males from both groups in any of the gas challenge used.

Number of TH-immunoreactive neuros in catecholaminergic nuclei in the brainstem

at P12-13

Figure 4 shows the number of TH-positive cells in catecholaminergic nuclei in the
brainstem of females (red) and males (blue), as well it contains charts with representative
images for CTRL (first column) and DZP (second column) animals, from A1/C1 (Figure

4A), A2/C2 (Figure 4B), C3 (Figure 4C), A5 (Figure 4D) and A6 (Figure 4E), at P12-13.

DZP females had fewer TH-positive neurons compared with CTRL group in A1/C1
(26.6 £ 1.9 for CTRL and 20.4 £ 1.0 for DZP; P = 0.033), A2/C2 (64.1 + 5.1 for CTRL
and 34.7 £ 4.0 for DZP; P =0.001) and C3 (27.0 £ 1.9 for CTRL and 16.4 + 2.1 for DZP;
P = 0.007) (Figure 4A — C). These females also had a lower cell density (number of
cells/mm?) in A6 region (1.2 + 0.03 for CTRL and 0.8 £ 0.1 for DZP; P = 0.016) (Figure
4E). DZP males also exhibited less TH-positive neurons in A2/C2 (61.3 + 12.1 for CTRL
and 38.1 £ 6.1 for DZP; P = 0.014), C3 (27.5 + 2.5 for CTRL and 19.3 £+ 2.0 for DZP; P
=0.013) and A5 (21.0 £ 1.6 for CTRL and 13.0 £ 1.3 for DZP; P = 0.008) (Figure 4B —
D). DZP males also had a lower cell density in A6 region (1.2 + 0.1 for CTRL and 0.9 £

0.03 for DZP; P = 0.020) (Figure 4E).

Number of 5-HT-immunoreactive neuros in medullary raphe at P12-13
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Figure 5 shows the number of 5-HT-positive cells in serotoninergic medullary
regions (ROB, RPA and RMAG) of females (5E) and males (5F), as well it contains
charts with representative images from ROB and RPA (Figure 5B and C, left - CTRL;

right — DZP), and RMAG (Figure 5D, left - CTRL; right — DZP) at P12-13.

No differences were observed among the number of serotoninergic neurons in
ROB, RPA and RMAG between DZP and CTRL females (Figure 5E). However, DZP
males had less 5-HT neurons than CTRL males in ROB (49.9 + 2.6 for CTRL and 33.4 +
2.2 for DZP; P = 0.003) and in RMAG (62.0 + 4.1 for CTRL and 49.4 £+ 2.1 for DZP; P

= 0.041) (Figure 5F). No differences were found in RPA of these same animals.

DISCUSSION

Our study shows that fetal exposure to DZP influences birth outcomes, causes sex-
specific alterations of respiratory functions and reduction in brainstem monoaminergic
neurons. Specifically, we found that prenatal DZP use increases the length of gestation
and the prevalence of harmful obstetric effects, reduces the variability of chewing reflex.
In parallel, we found that prenatal exposure to this medication causes hypoventilation in
early neonatal stage (P12-13) and young male rats during air breathing conditions but has
minimal effects on females. Hypercapnic ventilatory response was attenuated in females
at early stage, as well males had a decrease in the respiratory frequency. There were also
minimal effects of DZP exposure on hypoxic responses in both sexes. We also identified
that DZP exposure modified the number of catecholaminergic and serotonergic neurons
in the brainstem at P12-13 age. DZP-exposed females had a lower number of
catecholaminergic neurons in A1/C1, A2/C2, C3, as treated males had fewer neurons in

A2/C2, C3, A5. Special attention is given to the lower density of cells in the A6 region,
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known as Locus Coeruleus, of females and males exposed to DZP at P12-13. DZP-treated
males also present fewer serotoninergic neurons in ROB and RMAG.

Clinical studies show that the use of benzodiazepines during gestation in women
causes an increase in the risk of spontaneous abortion and risk of preterm birth (Ogawa;
Takeshima; Furukawa, 2018; Sheehy; Zhao; Bérard, 2019). Similarly, we also observed
harmful obstetrical effects given the presence of stillborn pups after delivery, as well as
dead animals that were not born but found completely formed with their placentas, and
delay in birth. Although we do not exclude the random occurrence of these effects in rats
in general, since other study did not observe these effects in DZP-treated rats (Picard et
al., 2008), we suggest that DZP maternal use may impairs delivering this medication
inhibits the spontaneous and rhythmic uterus activity of ovariectomized rat isolated
uterus, probably either inhibiting the influx of Ca," or increasing inward CI currents (Yiu;
Kwan; Ngan, 1996), alluding the data reported here for females rats.

Additionally, studies also point to the association between the use of
benzodiazepines and teratogenic effects like Dandy-Walker malformation (Tinker et al.,
2019), behavioral and cognitive disorder (Radojc¢ic¢ et al., 2017; Sundbakk et al., 2019),
small head circumference (Freeman et al., 2018), cleft palate and cleft lip (Igbal; Sobhan;
Ryals, 2002; Saxén, 1975) in humans newborns. We and others (Picard et al., 2008) did
not observe malformations in DZP-treated rats, possibly due to the different doses
administrated and to the use of different species, like humans compared to rats, since it is
suggested that the physical development of rats could be impaired only by high doses of
benzodiazepines (Nicosia et al., 2003). Thus, we suggest that benzodiazepines are related
to complications on labor and birth since there are higher incidence of adverse outcomes

for mothers undergoing psychotropic drug treatment, based on the data reported by the
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literature, as well as on the findings observed in the pregnancies followed in the present
study.

Regarding the reflexes evaluated, even though no differences were observed
between groups, we noted a lower variability of chewing reflex in DZP-exposed neonates.
In fact studies have argued that variability in motor behaviors is a critical feature of motor
development (Finan; Smith, 2005; Piek, 2002; Smith; Goffman, 1998; Thelen, 1995;
Thelen; Smith, 1994; Touwen, 1990; Turvey; Fitzpatrick, 1993; Walsh; Smith, 2002), as
well neonatal reflexes are indicative of brain maturation and prenatal exposure to
benzodiazepines may prejudices these reflexes (Nicosia et al., 2003). According to these
authors variability might serve as an adaptive function throughout ontogeny by allowing
new behavioral strategies to be achieved. Therefore, we suggest that DZP-treated rats
possess a lower repertoire of chewing responses, which may harmfully impact adaptation
of these animals to future environmental challenges.

A higher body mass was observed for P21-22 DZP-treated animals compared to
control group. Our data resembles previous results that showed that males and females
rats exposed to DZP during prenatal period had an increase on body mass gain at P21 age
of weaning (Segovia et al., 1991). Results on body mass gain at P21-22 reported here may
be related to what was previously demonstrated that early intrauterine DZP exposure
induces long lasting effects on the central nervous system (Kellogg, 1999). Additionally,
acute administration of DZP into the nucleus accubens stimulated the food intake as
bicuculline suppressed it in rats, and the authors regarded this observation to the
activation of GABAA receptors in this region (Meena et al., 2009).

Ventilation data reveals that DZP promoted hypoventilation of males at P12-13
and P21-22. Unlike males, PO-1 DZP-treated females presented minimal effects on basal

breathing, for instance, higher fr, higher V0,, and a lower apnea duration. The

25



hypoventilation on resting conditions in DZP-exposed males, represented here by the
decrease in air convection requirement (Vz/V 0,), was a result of a reduction in V; due to
an attenuation of V1, without changes in the fr or V0, of these animals. Therefore, this
result shows that DZP-treated animals at these ages ventilate below their metabolic
demands, which indicates a loss in the supply of oxygen to the organism of these animals,
as well as in the removal of CO; as a result from their cellular metabolism, a clinical
situation that may be related to Sudden Infant Death Syndrome (SIDS) (Pasquale-Styles;
Tackitt; Schmidt, 2007). In fact, Triazolam, a benzodiazepine, has been reported to
prolong the time to arousal following airway occlusion (Berry; Mahutte; Light, 1993),
which is viewed as contribution to causing a hypoventilation (Vozoris, 2014). Study from
Yonkers et al. (2017) on human babies observed that the maternal use of benzodiazepines
was associated with an increased use of ventilatory support for the neonate, even though
they did not discuss the average age that this occurs or the sex of these children.
Additionally, Freeman et al (2018) showed that prenatal benzodiazepines exposure
increased admissions in the neonatal intensive care unit. Those data in association with
the hypoventilation results reported here for males, show that the use of these drugs during
pregnancy can increase the risk of complications to the animals' respiratory system,
resulting in adverse clinical conditions that may lead to hospitalization and additional
support to maintain the newborn alive and well, since one of the effects of
benzodiazepines on Central Nervous System is the respiratory depression (Bénard-

Laribiére et al., 2016; Boon et al., 2020).

Our analyses show that the decrease on ventilation was caused by an attenuation
of tidal volume. Similarly, Boon et al. (2020) noted that the respiratory depression
triggered by benzodiazepines is characterized by a reduction of the tidal volume. This fact

might be related to the reduction of the muscular tonus of the upper airways caused by
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these drugs, since the obstruction of the upper airways is associated with the breathing
pattern (here given by the tidal volume) instead of the respiratory rhythm (represented by
the respiratory frequency). Finally, it is also important to note that the control of the upper
airways is under the control of nerves such as the hypoglossal. A study by Takataro et al.
(2003) showed that DZP reduced the activity of the hypoglossal nerve in rabbits,
suggesting that this medication has an inhibitory role in respiratory control, especially in
maintaining upper airways opened. As it will be shown further, DZP-treated males had
lower number of serotoninergic neurons, and it has been suggested that alterations within
serotoninergic pathways may lead to disfunctions of the upper airways since these

neurons control the cholinergic function in this place (Haxhiu et al., 1998).

These sex differences in DZP exposure on breathing control agree with previous
reports showing a higher sensitivity of males to the anxiolytic-like effects of DZP
(Fernandez-Guasti et al., 2003; Fernandez-Guasti; Picazo, 1997). Additionally, it is also
important to notice that males at P12-13 had lower number of serotoninergic neurons in
raphe nuclei, as previously mentioned, which may be correlated to the alterations in the
ventilations observed here. Interestingly, this was not observed in females. Studies have
demonstrated that 5-HT neurons are synaptically connected to the respiratory rhythm
generator and hypoglossal motoneurons, they are required for normal respiratory output
in vivo during neonatal stage (Cummings et al., 2009, 2011; Hodges et al., 2009; Ptak et
al., 2009). Furthermore, mice Lmx1b”" lacking the central 5-HT neurons displayed
hypoventilation and these respiratory abnormalities were most severe during the postnatal
period, markedly improving by the time the pups were 2— 4 weeks old (Hodges et al.,
2009). Abnormalities of the medullary 5-HT system are linked to SIDS incidence
(Duncan et al., 2010; Kinney et al., 2007; Kinney; Thach, 2009) and there is higher SIDS

prevalence in males than females (Duncan; Byard, 2018) with a ratio of 60 to 40
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respectively (Fleming; Blair; Pease, 2015). Furthermore, a study by Broadbelt et al.
(2011) reported widespread and substantial reductions in GABAA receptor binding in the
medullary 5-HT system in SIDS cases, which corroborates to the downregulation of
GABAA receptors in some brain area as well as decrease in benzodiazepine binding sites
or reduced sensitivity of GABAA receptors in the brain after prenatal DZP exposure
(Koff; Miller, 1995; Picard et al., 2008). Moreover, the serotoninergic function in the
medullary raphe is under GABAergic control since muscimol decreases the firing rate of
serotonergic neurons (Judge; Young; Gartside, 2006), and GABA controls the release of
serotonin in raphe magnus (Millhorn et al., 1988). We also stress that the alterations in
the number of serotoninergic neurons occur at P12-13, which has been proposed to be a
critical period for the development of respiratory system in rats and is correlated to the
2" and 4™ month after birth in human newborns, a time window regarded to the highest
occurrence rates of SIDS (Goldberg et al., 1986; Wong-Riley; Liu; Gao, 2013). Therefore,
prenatal exposure to drugs is a risk factor to SIDS, and it is possible that DZP use during

pregnancy increase the susceptibility to this syndrome.

In addition to the changes observed in the serotonergic system, represented here
by the decrease in the number of 5-HT neurons in the medullary raphe, a decrease in the
number of catecholaminergic neurons in A2/C2, C3, A5 and A6 was also observed for
male rats exposed to DZP treatment. In fact, it is recognized that these neurons are
necessary for the normal development of respiratory network, as well they also participate
in respiratory control, since mutant animals lacking catecholamines in the same
catecholaminergic nuclei evaluated here, present disturbances in respiratory control.
Changes in this system are also considered to be related to the occurrence of SIDS

(Hilaire, 2006; Viemari et al., 2004; Zanella et al., 2006).
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While our work clearly shows sexual divergence in basal respiratory drive
because of fetal DZP, they also reveal sex differences in the CO2-ventilatory response.
Our findings demonstrated that DZP administered during pregnancy attenuates
hypercapnic ventilatory response of females at age PO-1 and P12-13. Especially at age
P12-13, DZP-exposed females have an attenuation in CO, chemosensitivity evidenced by
the reduction in their Vz/V0,. These effects suggest that the excess of GABA during
pregnancy by using DZP promoted sex-specific changes in the respiratory control system,
in areas that play a role on CO»-drive to breath, becoming these females less sensitive to
hypercapnia. This finding was unanticipated because of the demonstration of reduction
of both serotoninergic and catecholaminergic neurons in males, whereas females
presented reduction only in catecholaminergic cell groups. Besides, it was already
demonstrated that early DZP exposure during gestation alters the function of the GABAA
receptor of adult progeny in a sexually dimorphic manner influencing behavioral

responses of animals (Kellogg, 1999; Nicosia et al., 2003).

GABAergic system plays an essential role in chemosensitivity, and it is known
that benzodiazepines lead to a respiratory depression and attenuation of CO> (Bailey et
al., 2009; Bailey; Nutt, 2008). Actually, data on male mice, aged 6 to 7 weeks, show that
DZP significantly reduced CO,-evoked increases in tidal volume (Borkowski et al.,
2011). It has been also shown that awake rhesus monkeys had a decreased tidal volume
and ventilation during 5% CO: after benzodiazepine administration, such as Alprazolam,
Lorazepam and Quazepam, resembling our results (Wettstein; Teeple; Morse, 1990). A
study by Rudolf et al. (1978) using nitrazepam (another type of benzodiazepine), also
showed that this medication depresses the central respiratory drive, since humans patients
presented an cumulative attenuation of their response to CO; after receiving it for five

days, and also showed an increase in arterial partial pressure of CO2, when compared to

29



the first day of administration. Since we observed no change in hypoxia-induced
hyperventilation between CTRL and DZP-treated females at PO-1 and P12-13, we suggest
that these changes in CO2 chemosensitivity must involve brainstem areas, such as
noradrenergic and serotoninergic nuclei involved in hypercapnic ventilatory response.
Indeed, our females had fewer catecholaminergic neurons in regions such as Al/C1,
A2/C2, C3 and A6, and it is known that catecholaminergic neurons has an essential role
in CO> responses since lesion of these neurons promoted a decrease in hypercapnic
ventilation (Li; Nattie, 2006), as well alterations within this system may impairs the

hypercapnic ventilatory responses throughout the development (Patrone et al., 2018).

One of the brain regions that could be sex-specifically affected by DZP is Locus
coeruleus (LC), since this pontine region plays an important role in central
chemosensitivity to CO» (Gargaglioni; Hartzler; Putnam, 2010) and is sexually dimorphic
(Bangasser; Wiersielis; Khantsis, 2016). We found that DZP-treated males and females at
P12-13 had a decrease in cells density in the A6 region. Since DZP-treated females
presented a higher A6 cell density reduction (34%) compared to DZP-exposed males
(20%), this may account to the attenuation in CO. chemosensitivity observed in females.
Likewise, a previous study has demonstrated that female rat pups (P0-16) from mothers
who received DZP (2.5 mg.Kg™?) from embryonic day 14 up to 21, showed a reduction in
LC volume and cell number, which resembles our data; however, LC of DZP-exposed
males showed an increase in the volume and neuron number, different from our data.
According to the authors, DZP administration might have altered ovarian steroidogenesis
and induced neuronal loss in a sexually dimorphic structure, such as the LC, which is to
be estrogen-dependent (Rodriguez-Zafra et al., 1993). Besides, it has been reported that
GABAergic activation, through GABAergic neurons into the LC or dorso-medially

located, promotes a decrease in the firing rate of noradenergic neurons in LC, as well as
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producing inhibitory postsynaptic potentials. These effects are reversed with the
application of bicuculline, a GABAergic antagonist (Aston-Jones; Zhu; Card, 2004;
Breton-Provencher; Sur, 2019; Dimitrov; Yanagawa; Usdin, 2013; Jin et al., 2013, 2016).
Therefore, this sex-specifically reduction in COz ventilatory response might be related to
alterations in females’ catecholaminergic system, specially a decrease in LC neurons

observed in these animals.

Regarding hypoxia, the only change that we observed was that P12-13 DZP-
treated males presented a lower hypoxic ventilatory response; however, Vz/V 0, was not
affected, suggesting that the reduction in metabolism might compensated for this
decrease. Previous studies have demonstrated that carotid body (CB) has GABA receptors
(Fearon et al., 2003; lgarashi; Zadzilka; Shirahata, 2009; Oomori et al., 1994; Pokorski;
Ohtani, 1999; Zhang et al., 2009). Therefore, this reduction in hypoxic ventilatory
response might be related to DZP changing the activity of CB cells. In fact, early reports
have demonstrated that benzodiazepines reduce the CB neural response to hypoxia and
depress the hypoxic ventilatory response by inhibiting CB chemoreceptor afferent

(lgarashi et al., 1997; Kim et al., 2006; Shiharata, 2002) activity.

In summary, our research showed that prenatal DZP treatment has important sex-
dependent impacts on breathing control and in the monoaminergic system. Our main
ventilatory, metabolic and neuronal changes occurred at P12-P13, and this is important
because the occurrence of SIDS is regarded to three main factors like having a vulnerable
infant, exposed to an exogenous stressor (like DZP or CO2 and O challenges, or all in
combination), and a critical developmental period (Filiano; Kinney, 1994). The
advantages and disadvantages of benzodiazepines use during pregnancy therefore need
further investigation, and more studies should include a translational animal model of
maternal anxiety disorders, to provide better insights into the effects in the offspring is
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also important. Furthermore, the data provide new motivation for the urgent need to
investigate the functional alterations in both sexes. The results of the present study call
into question the conclusion that understanding the effects of DZP use during pregnancy
can help women and clinicians to make more informed decisions about the initiation or

continuation of anxiolytics treatment during pregnancy.
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CONCLUSION

In conclusion, our data suggest the occurrence of deleterious effects after the
administration of DZP during the gestational period on birth outcomes, respiratory control
and catecholaminergic an serotoninergic system of neonates throughout development.
Changes of ventilation on resting conditions, due decrease of the tidal volume in DZP-
treated males, might suggest the role of GABAergic system on breathing pattern and
upper airways control. Decreased ventilation in DZP-treated females points to the role of
inhibitory function on medullary and/or pontine areas involved on chemosensitivity to
CO: and a sex-specific disturbance of this mechanism. Reductions on catecholaminergic
and serotoninergic neurons may be related to alterations in ventilatory responses observed
here and are strongly suggested to be related to the occurrence of Sudden Infant Death
Syndrome. Both data on male and females suggest the participation inhibitory
GABAergic system on respiratory areas. These results contribute to the understanding of
modulation of respiratory network after drug treatments on gestational period and the
deleterious effects on ventilatory control of neonate and young animals, that may lead to

the occurrence of catastrophic events such as Sudden Infant Death Syndrome.
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Figures legends

FIGURE 1- Diazepam affects the variability of chewing reflex at PO-1. Effects of a
prenatal Diazepam exposed (DZP) or vehicle (CTRL) on chewing (A) and righting (B)
reflexes in female (red) and male (blue) newborn rats (PO-1). Values are expressed as the

mean £ SEM. The dots represent the values of each animal.

FIGURE 2 — Diazepam decreases the ventilation due to a reduction on VT of females
(PO-1 and P12-13), decreases the respiratory frequency of males (PO-1 and P12-13)
and their metabolism (P12-13) under hypercapnia. Ventilation (V), tidal volume
(V7), respiratory frequency (fr), metabolic rate (V0,) and air convection requirements
(Vg/V 0,) of control (CTRL, full bars) and Diazepam-treated (DZP, empty bars) of female
(red, 2A — E) and males (blue, 2F — J) rats, during hypercapnic (7% CO2) condition, at
PO-1, P12-13 and P21-22. Values are expressed as the mean £ SEM and as a % from
baseline. The dots represent the values of each animal. *Means statistical difference
between CTRL and DZP groups.

FIGURE 3 — DZP-treated females had a lower V1 at PO-1 during hypoxic challenge,
as well P12-13 males had an attenuation of the hypoxic ventilatory response.
Ventilation (V), tidal volume (V/7), respiratory frequency (fr), metabolic rate (V0,) and
air convection requirements (Vz/V 0,) of control (CTRL, full bars) and Diazepam-treated
(DZP, empty bars) of female (red, 2A — E) and males (blue, 2F —J) rats, during hypoxia
(10% O>) condition, at PO-1, P12-13 and P21-22. Values are expressed as the mean *
SEM and as a % from baseline. The dots represent the values of each animal. *Means

statistical difference between CTRL and DZP groups.

FIGURE 4 - Diazepam in-utero exposure decreases the number of
catecholaminergic neurons in the brainstem of females and males. TH-
immunoreactive cells in the catecholaminergic nuclei are stained in green. In the first
column are the photomicrography of the regions analyzed for control animals (CTRL), as
well the second column shows the same for DZP-treated animals (DZP). In these charts,

the dotted lines mark the limits of the analyzed catecholaminergic nuclei. The solid lines
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represent the edges of the tissues. Both lines are used representatively inform the spatial
positioning of the cells in the real tissue. In the third column there are coronal diagrams
from Paxinos and Watson (1998). The green circles indicate where that nuclei are located
respective to the other surrounding areas, as the number on top of each diagram indicates
the coordinate of that region from bregma suture. Photomicrograph taken at a 10-X
magnification. A 100 um scale bar are shown in the lower right corner of each image.
The fourth column shows the total number (A — D) of TH-immunoreactive cells in the
catecholaminergic nuclei (A1/Cl, A2/C2, C3, A5) and the number of TH-
immunoreactive cells per area in mmz2 (cells density — cells/mm?) of A6 nucleus of in the
brainstem of females (red) and males (blue) at P12-13. Values are expressed as the mean
+ SEM. *Means statistical difference between CTRL and DZP groups. Full bars represent
control (CTRL) group and empty bars represent Diazepam-treated group (DZP). A:
Al/C1; B: A2/C2; C: C3; D: Ab5; E: A6.

FIGURE 5 — Diazepam in-utero exposure decrease the number of serotoninergic
neurons in the medullary raphe of male rats. 5-HT-immunoreactive cells in the
serotoninergic nuclei are stained in red. In the first row (A) there are coronal diagram
from Paxinos and Watson (1998), for ROB and RPA (A, left) and RMAG (A, right). The
red circles indicate where that nuclei are located respective to the other surrounding areas,
as the number on top of the diagram indicates the coordinate of that region from bregma
suture. The following red colored images (B — D) are the photomicrographs of the regions
analyzed, for control animals (CTRL, B — D left) and DZP-treated animals (DZP, B — D
right). In these charts, solid lines represent the edges of the tissues and were
representatively used inform the spatial positioning of the cells in the real tissue.
Photomicrograph taken at a 10-X magnification. A 100 um scale bar are shown in the
lower right corner of each image. The bottom row shows the graphs with the total number
of 5-HT-immunoreactive cells in the three different raphe nuclei of females (E, red) and
males (F, blue) at P12-13. ROB: raphe obscurus, RPA: raph pallidus, RMAG: raphe
magnus. Values are expressed as the mean = SEM. The dots represent the values of each
animal. *Means statistical difference between CTRL and DZP groups. Full bars represent
control (CTRL) group and empty bars represent Diazepam-treated group (DZP).
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TABLE 1 - Qualitative data on the gestational period of the females used in the present
experiment. From left to right, are described the identification (ID) of each mother,
duration of pregnancy in embryonic days, the number of males () and females (Q) as
well the total number of pups, and additional observations (OBS) for each pregnancy.
Bold was used to highlight those females that had any issue.

CONTROL (C)

DIAZEPAM (D)




TABLE 2 — Diazepam increases in fr and V0, of females at P0-1, decreases the ventilation of males at P12-13 and P21-22, and increases the body mass

gain at P21-22 of both sexes. Absolute values for ventilation (V/), tidal volume (V7), respiratory frequency (fr), oxygen consumption (V0,), air convection

requirement (Vz/V 0,) of vehicle (CTRL) and Diazepam-treated (DZP) animals at P0-1, P12-13 and P21-22, during the resting conditions (21% O and 0% CO).
Body mass (in grams) is also shown for all ages and sexes. *Means statistical difference between CTRL and DZP groups and “n” is the number of animals per

group.
FEMALE MALE
PO-1 P12-13 P21-22 PO-1 P12-13 P21-22
CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP
(n=9) (n=8) (n=9) (n=8) (n=6) (n=10) (n=7) (n=12) (n=8) (n=7) (n=10) (n=6)
Vg 12712+ 15182+ 1175.8+ 1077.3+ 2135.4+ 1877.2+ 15554+ 14206+ 1441.1+ 9169t 25561+ 1847.6+%
(mL.Kg-L.min"1) 96.8 109.7 68.6 87.3 150.7 50.3 151.9 146.3 115.1 88.1% 211.8 86.8%
Vr + + + + + + + 73+ + 12.8 +
11.6 + 12.2 + 1an0T AEHOR 15.5 + 13.4 + 12.0+ 119+ 11.6 + : 18.5 + §
(mL.KgY) 0.9 1.0 1.1 0.7 1.0 1.1 0.9 0.5 1.7 0.6
fr 110.1+ 1252+ 1216+ 1256+ 1388+ 1429+ 1289+ 1188+ 1247+ 1248+ 139.6+ 1453+
(breaths.min"Y) 4.3 3.5% 4.6 6.4 7.9 5.5 5.5 3.8 3.7 4.4 5.6 6.8
Vo, 48.1 + 6731 47.5 + 47.9 + 51.5+ 50.8 + 66.7 + 60.6 + 46.8 + 48.7 + 37.6+ 46.8 +
(mL.Kg-L.min"1) 6.3 27 % 1.6 1.5 4.8 2.4 5.7 5.3 1.3 1.8 3.0 4.36
9 e 279+ 228+ 24.8 + 225+ 43.4 + 376+ 225+ 24.2 + 30.8 + 19.0 £ 75.4 + 40.7 £
£/VO; 2.9 1.7 1.4 1.8 5.4 1.9 2.6 2.2 2.1 2.2% 11.9 3.0%
28.8+ 30.1+ 54.4 + 62.4 + 29.6 + 29.6 + 56.7 + 62.6 +
ot ot + +
Bodymass(g) 6.8+0.2 7.1+0.2 0.9 14 21 5 g% 7.1+03 7.0+0.2 11 19 20 5 5%




TABLE 3 — DZP-treated females have a decrease in tidal volume and in the air convection requirement at PO-1, as well an increase in fr. DZP-treated
females at P12-13 also had a decrease in tidal volume with a decrease in ventilation and in the air convection requirement. DZP-treated males present a
decrease in respiratory frequency in PO-1. At P12-13, DZP-treated males show a reduction in all respiratory variables but air convection requirement.
Absolute values for for ventilation (Vy), tidal volume (V7), respiratory frequency (fr), oxygen consumption (V0,), air convection requirement (V;/V0,) of
control (CTRL) and Diazepam-treated (DZP) animals at PO-1, P12-13 and P21-22, during hypercapnia (7% CO.). *Means statistical difference between CTRL

and DZP groups and “n” is the number of animals per group.

FEMALE MALE
PO-1 P12-13 P21-22 PO-1 P12-13 P21-22
CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP
(n=9) (n=8) (n=9) (n=8) (n=6) (n=10) (n=7) (n=11) (n=8) (n=7) (n=10) (n=6)
Vg 2838.8+ 2709.1+ 5152.8+ 37246% 62567+ 57609 26269+ 19475+ 56505+ 33244+ 787273+ 6141.2+
(mL.Kg-: min"Y) 276.1 249.1 530.8 414.2% 426.3 362.0 319.4 188.6 596.7 336.2°% 692.8 736.3
Vr 24.4 + 195+ 29.7 + 214+ 309+ 293+ 18.3 + 16.3 + 320+ 20.6 £ 39.1+ 30.4 +
(mLKg™) 1.9 1.3% 2.7 2.0% 2.5 1.6 1.9 1.5 3.4 1.5% 4.6 2.9
fr 116.1+ 1376+ 1755+ 173.4 + 2039+ 196.8+ 1423+ 1202+ 1772+ 160.7 £ 204.1+ 200.2 +
(breaths.min™1) 5.1 6.5% 11.6 8.9 5.2 5.8 5.3 4.2% 3.4 7.7% 4.8 8.3
Vo, 26.2 + 35.1+ 30.0 + 9906 329+ 29.6 + 33.2+ 28.8 + 29.1+ 239+ 23.3+ 25.5 +
(mL.Kg-: min"Y) 3.2 3.3 1.3 e 3.1 1.9 1.5 2.8 2.2 1.0%* 2.8 2.1
5 poe 116.9 + 785t 175.1 + 122.6 £ 1979+ 2053+ 73.1% 754+ 2153+ 140.0 + 435.6+ 237.7+
e/VO; 20.9 5.8% 21.2 12.2% 20.2 19.7 11.6 11.4 45.4 14.2 122.0 12.4




TABLE 4 — DZP-treated females show a reduction in respiratory frequency at P0O-1 and in the air convection requirement at P12-13. DZP-treated males
at P12-13 and P21-22 have a decrease in ventilation due to a reduction in the tidal volume, which promoted a decrease in the air convection requirement.
Absolute values for ventilation (V;), tidal volume (V7), respiratory frequency (fr), oxygen consumption (V0,), air convection requirement (V;/V 0,) of vehicle
(CTRL) and Diazepam-treated (DZP) animals at PO-1, P12-13 and P21-22, during hypoxia (10% Oz). *Means statistical difference between CTRL and DZP

groups and “n” is the number of animals per group.

FEMALE MALE
PO-1 P12-13 P21-22 PO-1 P12-13 P21-22
CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP
(n=9) (n=8) (n=9) (n=8) (n=6) (n=10) (n=7) (n=11) (n=8) (n=7) (n=10) (n=6)
Vg 1837.5+ 2050.4+ 3073.5+ 2392.8+ 54251+ 46353+ 19629+ 1769.9+ 3752.7+ 2097.6% 6500.7+ 47975+
(mL.Kg-L.min"?) 131.7 150.9 396.6 91.4 703.6 545.8 259.0 217.3 369.4 144.1% 764.0 329.9
Vr (G EGE 139+ 19.1 + 140+ 309+ 256+ 14.1 + 13.2 + 22.4 + 13.2 ¢ 36.1+ 26.8 +
(mL.Kg™) Sl 0.8% 2.4 1.2% 2.6 3.1 1.4 1.1 2.5 1.0% 3.9 1.5
fr 1149 + 149.7 £ 161.7+ 173.0+ 173.1+ 1832+ 1364+ 132.0+ 1707+ 1613+ 1800+ 1786+
(breaths.min™%) 8.5 12.7% 5.6 7.9 7.0 10.9 6.5 7.9 6.1 10.3 5.8 5.8
Vo + + + + + + + + + +
2 EAAD  SE mal 20.9 + 22.7 + 23.0 ¢ 20.5 + 23.0+ 21.8 + 20.4 + 21.3 + 18.8 + 222+
(mL.Kg-L.min") 1.9 1.5 2.7 1.4 3.5 3.3 2.2 1.6 1.8 1.7
.. 161.0+ 106.8+ 290.5+ 228.5+% 88.5 + 92.4 + 211.8+ 995% 42101+ 223.0%
7.5+8. 4.4+7.
Ve/VO, EBE S £ 25.4 7.7 101.2 26.5 20.0 13.0 44.4 4.5% 86.6 26.7




TABLE 5 - Diazepam reduces de apnea duration as well apnea occurrence of females at P0O-1, in resting conditions and hypoxia exposure, respectively.

Effect of exposure to Diazepam during pregnancy on duration of each apnea in seconds and the occurrence of apneas by time, in hours, for animals at PO-1. From
left to right, results are presented in normoxic/normocapnic (21% O.), hypercapnia (7% CO>) and hypoxia (10% O>), for each sex (females and males) and for
control (CTRL) and DZP-treated (DZP) animals. Values are shown as mean and + S.E.M. *Means statistical difference between CTRL and DZP groups and “n”

is the number of animals per group.

FEMALE (n =9, 9)

MALE (n =7, 12)

21% O 7% CO; 10% O3 21% 0O 7% CO 10% O
CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP CTRL DZP
Apnea duration 2.3 19+ 1.4 + 1.3+ 1.7 £ 1.3+ 1.6 £ 19+ 1.2+ 1.4 + 1.5+ 1.6+
(s) 0.2 0.1%* 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.3 0.7 0.1 0.1 0.1
Occurrence of
apnea 1175+ 80.8+ 17.7 £ 23.8 97.4 + 333+ 7155+ 923+% 36.6+ 383+ 526+ 548+
22.6 19.0 6.5 6.9 36.0 12.1%* 27.9 28.5 13.4 13.3 17.2 18.5

(apnea/hour)
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